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Introduccién

1.1. LA PINEAL O EPIFISIS

La pineal es una evaginacion dorsal del diencéfalo, que junto a las comisuras
habenular y posterior constituye el epitdlamo. Esta estructura se comporta como un
6gano fotorreceptor en peces, anfibios y reptiles, como un reloj bioldgico en aves, y
como una glandula endocrina en mamiferos.

En los mamiferos regula la actividad endocrina del resto de las glanduias
endocrinas: adenohipdfisis, neurohipéfisis, pancreas endocrino, paratiroides, corteza y
médula suprarrenales y génadas (Relkin, 1983). En general, los efectos de la secrecion
pineal son inhibidores. Por ejemplo, las hormonas secretadas por los pinealocitos
reducen la sintesis y liberacién de diversas hormonas de la adenohipdfisis, tanto por
accion directa sobre las células secretoras de la gléndula como, indirectamente,

inhibiendo la produccién de factores de liberacion en el hipotadlamo.



Introduccién

1.1.1 Evolucidn filogenética de la pineal

En los vertebrados la pineal deriva embriolégicamente de una evaginacion dorsal
de! techo del tercer ventriculo, situada entre la comisura habenular y la posterior. En
vertebrados inferiores emergen dos diverticulos, para formar la pineal propiamente y el
érgano parapineal, mientras en aves y mamiferos sélo uno, que da lugar a la pineal.

En peces, anfibios y reptiles, la pineai contiene neuronas sensoriales con
fotopigmentos y segmentos externos lamelados (Figura 1), y desarrolla respuestas
electrofisiolégicas a la estimulacién luminica como verdaderos fotoreceptores.
Adicionalmente en estas especies, la pineal regula la pigmentacion cutanea, ya que los
fotoreceptores ademas de hacer sinapsis con otras neuronas producen melatonina,
producto de secrecion que tiene un efecto hipopigmentario sobre los melanocitos de la
piel.

La pineal de las aves contiene células que aunque, no muestran la respuesta
electrofisologica propia de los fotoreceptores y carecen de contacto sinaptico con células
nerviosas, conservan alguna de sus caracteristicas (Tabla I) y responden a la luz. Por
ejemplo, las células de la pineal de pollo disociadas en cultivo secretan melatonina con
un ritmo circadiano que puede ser alterado mediante estimulacién luminica (Robertson
y Taakahashi, 1988; Zatz, Mullen, Moscal, 1988) (ver Figura 2 A).

La pineal de mamiferos adultos no muestra ninguna evidencia de ser
fotosensible, aunque en las ratas recién nacidas, por ejemplo, los pinealocitos tienen una
estructura transitoria al microscopio electrénico semejante a la de los fotoreceptores. No
obstante, en el adulto conservan la capacidad de transduccién fotoendocrina gracias a
que le llega desde la retina informacién nerviosa sobre la luminosidad ambiental a través
de inervacién periférica simpatica (Figura 2 B).

Al avanzar en la escala filogenética, con la disminucién de la fotosensibilidad de

los pinelocitos se incrementa Ia actividad secretora, ya que los fotoreceptores pineales



peces anfibios

mamiferos

Figura 1. Células pineales de vertebrados mostrando la evolucién filogenética desde
fotorecepores a células endocrtinas. Tomada de "The Pineal and its Hormones™ (R.J.
Reiter, ed.), pp. 1-9. Alan R. Liss, Inc., Nueva York, 1982.



Introduccién

de los vertebrados inferiores se transforman gradualmente en fotoreceptores
rudimentarios en aves, y después, en células neuroendocrinas en mamiferos. Asi mismo,
la inervacién simpatica aferente de la pineal, que se ha encontrado en vertebrados
inferiores, se hace mas pronunciada progresivamente en aves y mamiferos, lo que suple

la pérdida de fotosensibilidad directa.

1.1.2. Similitudes entre la pineal y la retina

Estudios bioquimicos e inmunocitoquimicos usando anticuerpos especificos han
demostrado la existencia de proteinas comunes a la pineal y la retina (Tabla 1), lo que
sugiere una cierta similitud en los mecanismos de fototransduccion entre los bastones
de la retina y las células fotoreceptoras de la pineal de vertebrados inferiores y aves. El
que algunas de las proteinas retinianas hayan sido encontradas también en pinealocitos
de mamiferos, sin capacidad fotosensible, demuestra la relacién filogenética entre los
bastones de la retina y las células de la pineal. A continuacién se exponen algunas de
las similitudes encontradas entre estos dos tipos celulares.

La transducina, miembro de una familia de proteinas heterotriméricas que unen
GTP y acopla la activacién de la rodopsina por la luz a la estimulacién de la
fosfodiesterasa de GMPc en las membranas de los segmentos externos de los bastones,
también ha sido encontrada en la pineal de vertebrados inferiores y aves. El antisuero
para la subunidad o de la transducina de los segmentos externos de los bastones
bovinos ha sido usado en estudios inmunocitoquimicos y ha identificado la proteina en
la retina de mamiferos (humano, babuino, vaca, rata), de aves (codorniz), de vertebrados
inferiores (rana, salmén, anguila y lamprea), en la pineal de aves (codorniz) y de
vertebrados inferiores (rana, salmén, anguila y lamprea), asi como en el drgano
parapineal de salmén y lamprea (tabla I). Sin embargo, no se observé reaccién

inmunocitoquimica en la pineal de mamiferos (vaca, rata).



A

liberacién de
melatonina (pg/ml)

200 -
100 4
24 48 T2 86 120
t(h)
B melatonina
plasmatica (pg/mi)
807
601
40

.y

L]
T T T T 1
20 24 4 8 12
t(n)

Figura 2. Ritmos de secrecién de melatonina. A. Liberacién ritmica de melatonina
de células pineales dispersas de pollo. Los puntos y las barras de error representan
la media y e.e.m. de tres camaritas de cultivo expuestas a ciclos de luz-oscuridad de
12:12 h y con un flujo de superfusién de 0.5 mi/h. (modificada de Robertson y
Takahashi, 1988). B. Niveles medios de melatonina plasmatica medidos a intervalos
a lo largo de 24 horas en siete voluntarios humanos sanos (tomada de Reiter en
"The Pineal Gland". pp 345-370 Ed. Raven Press, Nueva York, 1984). Las barras
negras representan las horas de oscuridad.
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Los pinealocitos de pollo expresan otras proteinas "retinianas", incluyendo la
arrestina (Collin, 1986), una proteina fotosensible similar a la rodopsina (Deguchi, 1981)
y un canal dependiente de GMPc esencial en la fototransduccion (1991). También se ha
encontrado una opsina especifica pineal que se ha denominado pinopsina (Okano,
Yoshizawa, Fukada, 1994) (ver tabla ).

La reactividad de suero anti-retina con la glandula pineal de cobaya observada
por distintos autores (Kalsow y Wacker, 1977) se debe en parte a la presencia en ambos
tejidos de una proteina comin denominada antigeno S. La inmunizacién con antigeno
S induce pinealitis y uveitis autoinmunes inducidas experimentalmente en cobayas y
ratas. Esta proteina, purificada en 1977 de extractos de retina (Dorey y Faure, 1977),
esta implicada en la fototransduccién. Es idéntica a una proteina de 48 kD que se une
a la rodopsina fosforilada y fotoexcitada, identificada en los segmentos externos de
bastones bovinos. Se ha estudiado su localizacién inmunocitoquimica en la pineal de
anguila, lucio, rana, lagartija, paserinos, raton y hamster usando anticuerpos
monoclonales fluorescentes, y la inmunoreactividad al antigeno S ha sido encontrada en
todos las especies estudiadas (Collin y col, 1986). Asi, el antigeno S junto con la
rodopsina quinasa (Somers y Klein, 1984) constituyen ejemplos de proteinas retinianas
presentes en [a pineal de mamiferos (ver tabla I).

Alternativamente, ciertas proteinas "pineales” también se hayan en la retina. Los
enzimas del metabolismo inddlico, primeramente identificadas en la pineal, como la N-
acetiltransferasa (NAT) y la hidroxindol-O-metiltransferasa (HIOMT), han sido
encontrados en la retina de todas las especies de vertebrados estudiadas (Hamm y
Menaker 1981; Binkley, 1986). La melatonina, principal producto de secrecion del
metabolismo inddlico en la glandula pineal, donde fue originalmente descubierta (Lerner,
y col., 1958), esta presente en la retina de distintas especies ( Hamm y Menaker 1981;

Pang, Yu, Tang, 1982). La funcién de la melatonina en la retina no esta todavia bien



Tabla I. Caracteristicas comunes entre los fotoreceptores de la retina y los
pinealocitos en distintos tipos de vertebrados

RETINA PINEAL
vertebrados aves mamiferos
inferiores
tipo celular fotoreceptor fotoreceptor fotoreceptor neuro-
rudimentario endocrina
opsinas rodopsina rodopsina pinopsina
antigeno S si Si si si
rodopsina si si si si
quinasa
a-transducina si si si
canal GMPc si ' si
NAT/HIOMT si si si si

melatonina si si si si
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definida (no obstante, véase mas adelante).

1.2. ANATOMIA DE LA PINEAL

La posicién anatémica de la pineal de mamifero es muy variable de una especie
aotra, e incluso dentro de la misma especie. En 42 de 57 especies estudiadas (Pevet,
1983) la pineal es del tipo profundo, adyacente al techo del tercer ventriculo, como
ocurre en la pineal humana (Figura 3), que junto con la habénula y la comisura posterior
constituye el epitalamo, y descansa en la depresién entre los coliculos superiores del
mesencéfalo. Sin embargo, en algunos mamiferos, incluyendo Ia rata, las células
pineales emigran dorsocaudalmente durante el desarrollo para formar la pineal distal o
superficial que se localiza inmediatamente debajo del craneo. La glandula pineal
permanece conectada por un pedunculo (que contiene fibras nerviosas, vasos
sanguineos y tejido conectivo) a la pineal profunda, que constituye menos de un 1 % del

volumen total de la glandula.

1.2.1. Inervacién

De la observacién de algunas de las artisticas reproducciones del Tratado de/
Hombre de René Descartes, publicado en 1664, se desprende que éste autor presumid
unarelacién anatémica entre el sistema visual y la glandula humana pineal (Figura 4),
presuncién acertada considerando la conexién nerviosa entre el sistema visual de
mamiferos y la glandula pineal cuyo significado funcional esta actualmente bien
documentado.

En vertebrados inferiores la inervacién de la pineal es fundamentalmente eferente
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Figura 3. Parte de una seccién sagital media de encéfalo humano que muestra la
localizacion de la glandula pineal o epifisis y su entorno inmediato.
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o pinealofugal y la informacién procedente de los fotoreceptores pineales se transmite
a diversas regiones del cerebro. A medida que se avanza en la escala filogenética,
disminuye la importancia de esta inervacién. Asi, en aves, el numero de fibras eferentes
se reduce, mientras que en mamiferos adultos no se han encontrado fibras pinealéfugas,
con excepcion del hurén, en el que hay fibras eferentes que inervan la habénula.

No hay evidencia de fibras aferentes a la pineal en peces, pero en reptiles se ha
encontrado inervacién noradrenérgica. En aves, la inervaciéon simpatica aferente se
incrementa, y en mamiferos, la informacion luminica llega a la pineal exclusivamente
desde la retina, fundamentalmente a través del sistema nervioso simpatico.

Hasta ahora, la inervaciéon simpatica de la glandula pineal ha sido la mas
estudiada y conocida, en mamiferos. No obstante, la glandula tiene también una
inervacién central comisural, una periférica parasimpatica y otras conexiones nerviosas
(ver mas adelante), pero se desconoce el papel que desempenan éstas en el control de

su actividad.

1.2.1.1. Inervacion periférica simpdtica
Como se muestra en la Figura 5, en ratas, hay fibras nerviosas que desde la
retina alcanzan el nlcleo supraquiasmatico (Moore, 1978). Este nucleo proyecta hacia
el nlucleo paraventricular. Desde aqui, los axones forman el haz prosencefélico medial
y probablemente hacen sinapsis con el complejo dorsal vagal u otros ntcleos del tronco
del encéfalo. Posteriormente, los axones alcanzan la médula espinal toracica donde
conectan con la columna celular intermediolateral. Las fibras preganglionares de este
nucleo espinal proyectan hacia el ganglio cervical superior (GCS). Aunque existen rutas
altemativas, la mayoria de las fibras aferentes a los pinealocitos que proceden del GCS,
lo hacen via nervio carotideo interno y nervio coronario.

Parte de las fibras simpaticas penetran en la glandula pineal acompafando a los

10



Figura 4. Figuras tomadas del "Tratado del Hombre" de René Descartes en las que
se establece una relacion entre el sistema visual y la glandula pineal (H)
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vasos sanguineos cuyo flujo regulan, a lo largo del tejido conectivo que tabica la
glandula. Otro grupo de fibras penetra en el polo dorsal de la glandula en mdltiples sitios
a través de la membrana externa limitante, en forma de haces o fibras Unicas e inervan
el parénquima. Estas fibras entran en contacto intimo con los pinealocitos a través de
varicosidades y botones terminales desde donde liberan catecolaminas. Sin embargo,
no hacen sinapsis tipicas, caracterizadas por engrosamientos especializados de la

membrana pre-postsinaptica, con las células pineales.

1.2.1.2. Inervacion central

Ademas de la inervacion simpatica periférica, la glandula pineal de rata recibe
inervacion centfal a través de las fibras comisurales que penetran por el pedunculo de
la gldndula. Las mas numerosas son las fibras que proceden del nucleo de la habénula
(comisura habenular), aunque existen otras fibras mas dorsales que forman la comisura
posterior. Estas fibras parecen llevar informacion luminica (Shapiro y Salas, 1971; Dafny
1980) y, posiblemente, acustica y olfatoria como sugieren las conexiones funcionales
(actividad eléctrica evocada) con centros acusticos y olfatorios (Dafny, 1977) que se
abolen después de la seccidn del pedinculo pineal (Pazo, 1981).

En el pedunculo pineal, ademas de las fibras comisurales se ha descrito, en
diferentes especies animales aunque no en humanos, la presencia de fibras
neurosecretoras (Schneider, Semm, Vollrath, 1981). En ratas, algunas fibras contienen

vasopresina y oxitocina (Buijs y Pevet, 1980).

1.2.1.3. Otras conexiones nerviosas
En el desarrollo de la glandula pineal humana existen fibras eferentes que
constituyen el nervio pineal (Moller, 1978), y que se considera ontogénicamente

equivalente del nervio pineal sensitivo de los peces y anfibios, capaz de transmitir

12
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impulsos generados por la luz. Este nervio es una estructura efimera, que no se ha
observado después del nacimiento, y cuyo significado funcional, si lo tiene, no se
conoce.

Se duda si [a inervacién parasimpatica de la glandula pineal es una caracteristica
regular, comun a todos los mamiferos, y no se conoce su papel funcional. No obstante
hay dos especies en las que se ha demostrado una clara inervacién parasimpatica: en
monos macacos el nervio coronario es parasimpatico (Kenny, 1961) y en conejos existen
aferencias parasimpaticas que terminan en los pinealocitos (Romijn, 1975). En humanos,
existen dos ganglios extrapineales, el de Marburg y Pastori, que inervan la glandula
pineal y que se suponen de naturaleza parasimpatica. En ratas, se ha puesto de
manifiesto la existencia de receptores muscarinicos funcionales en la membrana de los

pinealocitos (Laitinen, Torda y Saavedra, 1989).

1.3. LA PINEAL COMO GLANDULA ENDOCRINA

Aunque los pinealocitos se han desarrollado filogeneticamente de células
fotoreceptoras, en mamiferos la glandula pineal tiene un papel secretor produciendo
indolaminas, caracterizadas por poseer un anillo indol, y, posiblemente, hormonas

peptidicas.

1.3.1. El pinealocito tiene una ultraestructura neurosecretora

El cuerpo celular de los pinealocitos posee reticulo endoplasmico, liso y rugoso,
junto con un aparato de Golgi bien desarrollado, gotitas de lipidos y numerosas
mitocondrias, como corresponde a células con funcién secretora. En ocasiones se

encuentra un extraino organulo, formado por grupos de microtubulos, lamelas perforadas
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unidas a reticulo endoplasmico rugoso, y gotitas de lipidos (Figura 6). Estos organulos
denominados cuerpos laminados se cree que pueden intervenir en el proceso de
secrecion. Sin embargo, tienen un significado todavia enigmatico (ver figura 6).

Proyectandose desde el cuerpo celular, que tiene un nucleo esférico, oval o
lobulado, salen una o mas prolongaciones tortuosas en cuyo interior hay microtubulos
ordenados paralelamente. Estas prolongaciones terminan en pequefias dilataciones
cerca de los capilares sanguineos, 0 menos frecuentemente, proximas a células del
epéndimo del receso pineal. Estos botones terminales tienen reticulo endoplasmico
rugoso, mitocondrias y vesiculas con un ntcleo electrénicamente denso. Las vesiculas
almacenan, probablemente, hormonas monoaminicas y polipeptidicas .

Ofra caracteristica de los pinealocitos de algunos mamiferos es la presencia de
estructuras tipicas de las sinapsis en barra, similares a las existentes en fotoreceptores
de la retina y que contienen a ambos lados vesiculas con neurotransmisores.

Los pinealocitos ademas de microfilamentos y algunos microtibulos, muestran
a veces cilios con un modelo microtubular 9+0, presentes también en otras células
endocrinas, como la hipdfisis. Los pinealocitos tiene ademas uniones en hendidura que
permiten el acoplamiento eléctrico y maculas adherentes que proporcionan conexion

mecanica entre los mismos.

1.3.2. Sintesis de indolaminas pineales

Lerner y colaboradores (Lerner, Takahashi, Lee y Mori, 1958) aislaron e
identificaron la estructura del principal producto de secrecién pineal, la melatonina. Dado
que ésta hipopigmentaba Ia piel de la rana disminuyendo el contenido de melanina de
los melanocitos, y que era un derivado metoxi de la serofonina, Lerner y asociados
decidieron llamarle mela-tonina. Su descubrimiento en 1958 atrajo la atencién de

notables cientificos que identificaron la via enzimatica para la sintesis de melatonina 'y
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confirmaron la presencia de esta maquinaria enzimatica en la pineal. La biosintesis de
melatonina y otras indolaminas (Bosin, 1978; Vollrath, 1981; Ebadi, 1984; King y
Steinlechner, 1985), que se sumariza en la Figura 7, comienza con la captacién de
triptéfano de la circulacién. Una hidroxilasa le afiade un hidroxilo en posicién 5 del anillo
indol, para formar 5-hidroxitriptéfano. Una descarboxilasa elimina un grupo carboxilo de
la molécula dando lugar a la 5-hidroxitriptamina (serotonina). Al extremo amino del
radical de la serotonina, una N-acetiltransferasa (NAT) une un grupo acetilo, originando
N-acetil-5-hidoxitriptamina, y una metiltransferasa (Hidroxindol-o-metiltransferasa,
HIOMT) transfiere un grupo metilo al hidroxilo del anillo indol, dando lugar a melatonina.

Aunque |la mayor parte de la serotonina sintetizada es convertida a melatonina,
existen diferentes rutas metabdlicas alternativas (figura 7). La serofonina puede ser
convertida por una monoaminooxidasa (MAO) y una aldehilo deshidrogenasa en 4cido
5-hidroxindolacético. También la serotonina puede convertirse en 5-metoxitriptofol por
una aldehilo reductasa y una hidroxindol-O-metiltransferasa (HIOMT). Por dltimo, la

serotonina puede ser convertida a 5-metoxitriptamina por accién de la HIOMT.

1.3.2.1. Productos indélicos de secrecion

Aunque la melatonina es la hormona mejor conocida, las células de la pineal
secretan otras indolaminas. El 5-metoxitriptofol, cuya concentracién en la glandula pineal
es 60-170 veces mayor que la de melatonina (Pevet, Balemans y Reuver, 1981) es
secretado a la circulacidon con un patrén circadiano paralelo a la melatonina y
posiblemente pulsatil (Mullen y col., 1981).

Se ha sugerido que la serotonina, cuya concentracién es mayor en el tejido pineal
que en cualquier otro parénquima (0.5 mM) y sigue un ritmo circadiano inverso al de la
melatonina con concentraciones en la glandula elevadas durante el dia y descendidas

durante la noche (Quay, 1963), o alguno de sus productos (p.e., 5-metoxitriptamina),
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pueda ejercer una hipotética actividad endocrina. Experimentos in vitro, han mostrado
que la incubacién de tejido pineal en presencia de agonistas muscarinicos, incrementa
la actividad de la proteina quinasa C y la liberacion de serotonina (Finocchiaro y Téllez-

76N, 1991).

1.3.3. Hormonas peptidicas

Diferentes péptidos han sido también aislados de la pineal. El que mas atencién
ha recibido ha sido la arginina vasotocina (AVT), descubierto en la pineal bovina (Milcu,
Pavel, Neacsu, 1963). Previamente este péptido habia sido encontrado sélamente en la
neurohipéfisis de vertebrados no mamiferos. Después de varios arnos de controversia,
la existencia de AVT en la pineal de mamiferos fue aceptada por la mayoria de los
pinealdlogos. Sin embargo, estudios con cromatografia liquida a alta presién (HPLC) y
radioinmunoensayos con anticuerpos muy especificos, han puesto en duda de nuevo la
presencia de AVT en pineales de mamiferos. La controversia puede deberse en parte
a dificultades técnicas en la identificacién de péptidos y, en parte, a variaciones
circadianas y estacionales (Prechel, Audhya, Schlesinger, 1983).

Ademas de AVT, se han identificado en la pineal de mamiferos arginina
vasopresina y oxitocina asi como sus respectivas neurofisinas. Existen evidencias de
que fibras que inervan la pineal procedentes de la comisura habenular, contienen estos
péptidos. Ademas, se han descubierto en ia pineal otros péptidos como la treonil-serinil-
lisina, tripéptido miembro de la familia de péptidos derivados de la proopiomelanocortina
(p.e., ACTH, a-MSH y B-endorfina), y componentes del sistema renina angiotensina,
como indica la presencia de actividad renina, del enzima convertidor e inmunoreactividad
a la angiotensina Il. También se han descrito péptidos similares a la hormona liberadora
de tirotropina (TRH) y hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH) que comparten con

sus homdlogas hipotaldmicas inmunoreactividad pero que tienen propiedades quimicas
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diferentes.

1.3.4. Regulacion de la secrecion de melatonina por NA y relacién con el

fotoperiodo

La secreciéon de melatonina esta regulada por la actividad de las neuronas
simpaticas que inervan la pineal. En pinealocitos, la unién de la noradrenalina (NA)
liberada por las terminaciones simpaticas a los receptores adrenérgicos del tipo a y
produce, en ultimo termino, estimulacion de la N-acetiltransferasa (NAT), enzima
limitante de la biosintesis de melatonina (figura 7).

La actividad de la NAT y la concentracion de su substrato, serotonina y su
producto, melatonina, en la pineal fluctGan con un ritmo circadiano, sincronizado con el
ciclo luz-oscuridad ambiental. En todas las especies estudias, sean de actividad diurna
o nocturna, el maximo de actividad de la NAT y de secreciéon de melatonina ocurre
durante las horas de oscuridad (figura 2). La secrecion de melatonina es pulsatil (Figura
8 A), en la mayoria de las especies coincide con la maxima actividad de las fibras
simpéticas que inervan la pineal, y puede ser inducida mediante estimulacion eléctrica
del ganglio simpatico cervical superior (Figura 8 B). En mamiferos, elementos cruciales
para la sincronizacién de los ritmos bioldgicos son la glandula pineal y el nucleo
supraquiasmatico (NSQ), cuya actividad oscila con un ritmo circadiano endoégeno. Asi,
la sintesis de melatonina esta controlada por el SNC, a través del NSQ y de las fibras

periféricas noradrenérgicas que afieren a la pineal.

1.3.4.1. La estimulacién p-adrenérgica

La liberaciéon de noradrenalina de las terminaciones nerviosas de las fibras
simpaticas en la glandula pineal induce un gran incremento nocturno de la sintesis de

melatonina, estimulando la serotonina N-acetil-transferasa (NAT) 30-70 veces (Klein,
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1970), a través de un incremento de los niveles citosélicos de AMP ciclico ( Klein, 1978).
Como se ilustra en el esquema de la Figura 9, el incremento del AMPc en pinealocitos
inducido por NA esta mediado por receptores adrenérgicos  que activan la adenilato
ciclasa. La estimulacién B-adrenérgica también induce un incremento de los niveles de

GMP ciclico (Klein, 1981).

1.3.4.2. La estimulacion a,-adrenérgica y la potenciacién de la
sintesis de nucleétidos ciclicos

La activacion de los receptores adrenérgicos o, en células pineales estimula la
hidrélisis de un fosfolipido constituyente de membrana, el fosfatidilinositol, a través de
la activacién de la fosfolipasa C. El fosfatidilinositol da lugar a la liberacién de dos
segundos mensajeros, el 1,45 inositol trifosfato y el diacilglicerol, IP; y DAG,
respectivamente (figura 9).

La activacién de receptores a,-adrenérgicos potencia la activacion de AMPcy
GMPc inducida por estimulacién B-adrenérgica (Klein, 1981). La estimulacion B-
adrenérgica produce un incremento de 6 y 2 veces el contenido de AMPc y GMPc
respectivamente. La estimulacion a,-adrenérgica no tiene efecto alguno en modificar las
concentraciones de estos nucledtidos ciclicos. La activacién conjunta de los receptores
oy B incrementa 60 y 400 veces el contenido basal de AMPc y GMPc, respectivamente
(Vanecek y col, 1985).

La interaccién sinérgica entre la estimulacién de receptores o y la estimulacién
de los B se produce a través de la activacion de una proteina quinasa C (figura 9). Se ha
demostrado que la sintesis de AMPc y GMPc, por estimulacién de la adenilato ciclasa
y guanilato ciclasa, respectivamente, inducidas por activacién de los receptores (-
adrenérgicos, es potenciada dramaticamente por la proteina quinasa C (Sugden y col,

1985; Ho, Chik, Klein, 1987).
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Figura 9. Regulacién de la sintesis de melatonina a través de receptores
adrenérgicos. NA, noradrenalina; Alfa R, receptor a-adrenérgico, Beta R, receptor
B-adrenérgico; DAG diacilglicerol; IP,, 1,4,5 fosfoinositol; Ca?, calcio i6nico; PKC,
proteina quinasa C; AC, adenilato ciclasa; GC, guanilato ciclasa; AMPc, adenosina
monofosfato ciclico, GMPc guanosina monofosfato ciclico; NAT, serotonina N-
acetiltransferasa.
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Para que ocurra esta potenciacién es esencial la entrada de Ca®* desde el medio
extemno, pues en ausencia de éste (quelacion con EGTA) o inhibicién de la entrada con
bloqueantes inorganicos (La*, Co%, Mn?*"), se reduce marcadamente la respuesta de
nucledtidos a la NA, mientras que la potenciacion a, es reproducida con agentes que
elevan la concentracion citosélica de Ca* (alto K*, oubaina, ionomicina y A23187). El
aumento de la [Ca®), inducido‘por NA se produce a través de receptores «,-adrenégicos
puesto que se induce por fenilefrina (PE, agonista «,) y se previene por prazosin
(antagonista «,), mientras que isoproterenol (agonista B) y propanolol (antagonista 8)
apenas tienen efecto sobre los niveles de [Ca®]. Sugden y col. han demostrado que la
entrada de Ca® no se bloquea por nifedipina (1 uM), aunque si la inducida por
despolarizacion con alto K™ (Sugden, Sugden, Klein, 1987). El aumento de la [Ca®']; es
suficiente para inducir activacion de la proteina quinasa C (Ho y col., 1988).

Ademas de la implicacion de la proteina quinasa C en la acumulacién de
nucledtidos inducida por NA, dado que el tratamiento con un activador de la proteina
quinasa C inhibe el incremento de la [Ca®"], inducida por agonistas o y la acumulacion
de nucleotidos, parece que la proteina quinasa C esta implicada en un mecanismo de
autoregulacién negativa (ver figura 9), desensibilizando la via de la estimulaciéon «;

(Sugden y col.,1988).

1.3.4.3. El papel de los nucleétidos ciclicos
El incremento de los niveles de AMPc aumenta la actividad de la NAT (Klein y
col., 1978) actuando a tres niveles diferentes (Zatz, 1982). Primero, los niveles elevados
de AMPc inducen la transcripcion del gen que codifica la serotonina N-acetil tranferasa
(NAT). Segundo, estimulan la traduccion del mensajero que da lugar a NAT. Y tercero,
mantienen la NAT en su forma activa. Asi, las fluctuaciones circadianas de la inervacién

‘noradrenérgica simpética determinan fluctuaciones circadianas en los niveles de AMPc
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que hace que la expresion y actividad del enzima limitante para la sintesis de melatonina,
NAT oscile con una periodicidad de 24 h y determinan que la giandula pineal en
mamiferos exprese un ritmo circadiano en la produccién de la hormona melatonina
(Figura 2 B). Adicionalmente, la actividad de la HIOMT es estimulada por NA y sometida
a control circadiano también.

El papel funcional de la gran acumulacién de GMPc que la estimulacién

noradrenérgica induce, incluso mayor que la de AMPc, no se conoce hasta el momento.

1.3.4.4. Regulacién circadiana de la expresién génica de NAT

Las fluctuaciones circadianas en el control de la secrecion también se han puesto
de manifiesto a nivel molecular en la glandula pineal. La expresion génica de NAT es
ritmica y esta sometida a una doble regulacién adrenérgica, positiva y negativa, inducida
por AMPc (Figura 10). Recientemente se ha demostrado que el AMPc induce un potente
elemento represesor, ICER ("inducible cAMP early repressor"), de la transcripcién de
NAT (Stehle y col, 1993). La expresion de ICER, inducida por AMPc, muestra un ritmo
circadiano con un retraso de 6-9 horas con respecto a la expresion génica nocturna de
NAT, también inducida por AMPc.

Asi, la expresion génica de NAT estaria sometida a una doble regulacién
circadiana inducida por AMPc, por un lado positiva a través de la fosforilacién y
activacion con proteina quinasa A de proteinas reguladoras positivas de la expresién del
gen CREM ("cyclic AMP-responsive element modulator”) cuyo producto de expresion es
un regulador positivo de la sintesis de NAT, y por otro induciendo, con un retraso de 6-9
h, la expresion de un potente elemento represor de la expresién de NAT (ICER) que
inhibe la expresion de NAT directamente o a través de la inhibiciéon del elemento

regulador CREM.
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Figura 10. Esquema de la regulacién adrenérgica de la biosintesis de melatonina a nivel
molecular. AC, adenilato ciclasa. G, proteina G; NA, noradrenalina; PKC, proteina quinasa
C; PLC, fosfolipasa C, BP proteina que se une a elementos reguladores, CREM, gen
elemento modulador inducido por AMPc; ICER, represor temprano inducible por AMPc;
NAT-R, regulador de la expresién de N-acetiltransferasa. Modificada de Zazt, 1982 y Klein,

1992.
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1.3.5. Regulacion de la sintesis de melatonina por otros receptores de

membrana

La glandula pineal posee una plétora de receptores para distintos
neurotransmisores (Figura 11). No todos estos receptores identificados en la pineal
estan implicados en la sintesis de melatonina. Por ejemplo, ni la substancia P ni la
somatostatina afectan la actividad de la NAT ni participan en la biosintesis de melatonina
(Ebadi y Govitrapong, 1987).

Tampoco todos los receptores identificados en la glandula pineal se localizan en
la membrana del pinealocito. En la pineal de ave, p.e., ia sintesis de melatonina es
inhibida con agonistas «,-adrenérgicos actuando sobre receptores especificos, que
también se localizan en la glandula pineal de mamiferos (Simoneaux, Ebadi y Bylund,
1991). No obstante, se cree que los receptores a,-adrenérgicos no estarian ubicados en
fa membrana del pinealocito sino en el terminal nervioso simpatico (Cardinali y col.,
1987).

Otros receptores, como los dopaminérgicos (D, y D,) tienen efectos opuestos
sobre la actividad de la NAT, dependiendo de la concentracion, inhibiendola a 0.1 pM,
no teniendo efecto a concentraciones entre 1-10 yM y estimulandola a concentracioneé
mayores de 10 uyM (vaitrapong, 1989). La activacion de receptores gabaérgicos en la
gléandula pineal bovina, no altera la actividad basal de la NAT, pero inhibe la estimulacién
de la NAT inducida por NA (Chan y Ebadi, 1980). Similarmente, L-glutamato,
probablemente a través de receptores metabotrdpicos, inhibe la activacion de la NAT de
un modo dosis dependiente (Govitrapong y Ebadi, 1988). La activacion de los receptores
opidceos existentes en la glandula pineal incrementan la actividad de la NAT
(Govitrapong, Pariyanonth y Ebadi, 1992). Ademas, se ha identificado la existencia de
otros receptores, de serotonina (S,), etc., cuyo papel funcional no es aun conocido.

En la glandula pineal de rata y cordero se han descrito sitios de unién de alta
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afinidad (K, 13-18 pM) y baja capacidad (32 fmol/mg de proteina) para agonistas
colinérgicbs muscarinicos (Taylor y col, 1980). Un reciente estudio autoradiografico ha
revelado unién de un ligando muscarinico, 3H-(N)metilescopolamina en tejido pineal de
ratas fetales (Schlumpf y col., 1987). Los receptores muscarinicos de la glandula pineal
son funcionantes, carbacol, un agonista muscarinico estimula la hidrélisis y el recambio
del fosfoinositol (Pl) y esta estimulacion puede ser bloqueada con un antagonista
muscarinico selectivo de los receptores M, (Laitinen, Torda, Saavedra, 1988). La
activacion de los receptores colinérgicos muscarinicos de la glandula pineal bovina
inhibe la actividad de la NAT (Phansuwan-Pujito, Govitrapong y Ebadi,1991). La
aplicacion de agonistas muscarinicos colinérgicos, incrementa la produccién metabélica
de 5-hidroxitriptéfano y serotonina (Finocchiaro y col., 1989) y aumenta la actividad de

la proteina quinasa C en glandula pineal de rata (Finocchiaro y Tellez-Ifién, 1991).

1.3.6. Fenémenos eléctricos de membrana

Contrasta lo poco que se sabe sobre el papel que desempenan los fendmenos
eléctricos de membrana en la transducciéon neuroendocrina en pinealocitos, a nivel
celular, en relacién al conocimiento que se tiene, incluso a nivel molecular, de Ila
regulacion de la sintesis de su principal hormona.

Algunas evidencias indican que NA puede inducir hiperpolarizacion en el
pinealocito (Sakai y Marks, 1972, Freschiy Parfitt, 1986). Estos autores mostraron que
la amplitud de la hiperpolarizacion, medida con microelectrodos de registro intracelular,
es directamente proporcional a la concentracién de NA empleada. Por otro lado, se ha

mostrado que la estimulacién con NA produce un incremento de la concentracion de Ca*
citosodlico en las células pineales mediado por receptores adrenérgicos del tipo «;
(Sugden, Sugden y Klein, 1987). Por ultimo, registros de canal tnico con la técnica de

“patch-clamp” en configuracién de microarea de membrana in situ, han puesto de
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Figura 11. Receptores de membrana identificados en la glandula pineal.
muscarinicos (M), a,-adrenérgicos (Alfa-1), B-adrenérgicos (Beta), serotoninérgicos
(S,), dopaminérgicos (D,),.  prostaglandinicos PGF, y PGE, opoiaceos,
glutamatérgicos, gabaérgicos, de VIP (peptido intestinal vasoactivo), de
somatostatina, de sustancia P, etc.
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manifiesto que NA induce la activacién de corrientes unitarias hacia fuera de gran
conductancia (Halperin y Yeandle, 1987), y registros en modalidad de micrarea de
membrana escindida con la misma ténica, han demostrado que la exposiciéon de
soluciones de alto Ca* en el lado interno de la membrana celular incrementa la

probabilidad de apertura de un canal de K* (Cefia y cols, 1991).

1.3.7. Acciones de la melatonina

La primera observacién del papel funcional de la melatonina fue su capacidad
para hipopigmentar la piel de los anfibios al producir contraccién de los granulos de
melanina (McCord y Allen, 1987). Sin embargo, esta accién bien documentada en
anfibios parece no tener lugar en la piel de los mamiferos.

En mamiferos, el efecto de la melatonina sobre la actividad reproductora ha sido
demostrada en muchas especies. La melatonina actuando sobre el eje neuroendocrino-
reproductor regula la periodicidad en el apareamiento de especies sometidas al
fotoperiodo natural (Reiter, 1980). Concretamente sincroniza el ciclo anual reproductivo
de los reproductores de dias largos y de dias cortos y aunque en algunas especies (p.e.,
hamster sirio) la melatonina tiene efectos antigonadotréficos, en otros (p.e., la oveja) son
progonadotroficos. El ritmo de melatonina es un mensaje endocrino con capacidad de
modificar la actividad reproductora dependiendo de la capacidad de respuesta del
sistema en el momento que recibe la informacién.

La melatonina modula la secrecion de todas las hormonas clasicas de la
adenohipdfisis. Asi, ademas de prolactina, hormona foliculoestimulante, y hormona
Iuteinizante, la melatonina modifica la secrecion de la hormona del crecimiento, hormona
adrenocorticotropa, hormona estimulante del tiroides asi como hormona estimulante de
los melanocitos. Adicionalmente, las hormonas de la hipdfisis posterior estan bajo la

influencia de la melatonina. Otros ejemplos de sistemas endocrinos modulados por
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melatonina lo constituyen, la liberacion de insulina por la célula B, la sintesis de
progesterona en las celulas del cuerpo luteo del ovario y las hormonas gatrointestinales
(Relkin, 1983).

Durante afios se ha sabido que la melatonina impide la replicacion celular, y mas
recientemente se han definido sus propiedades oncostaticas. Especialmente, en relacién
con los tumores de mama con receptor estrogénico positivo, el cancer de préstata, y los
carcinomas de colon, la melatonina ha demostrado tener importante acciones inhibitorias
(Blask, 1984). En general, la melatonina parece tener un efecto inmunocompetente
particularmente aparente en estados inmunodepresivos. La produccién de anticuerpos
en animales inmunizados con antigenos y tratados con melatonina es significativamente
mayor que en animales a los que sdélo se les administré el antigeno (Maestroni, Conti,
Pierpaoli, 1989) Este efecto inmunocompetente parece estar mediado por péptidos
opiodes derivados de los linfocitos T "helper"asi como por linfoquinas (Maestroni, 1993).
Los inmuno-opiodes inducidos por melatonina (MIIO) y las linfoquinas implican la
existencia de sitios de unién o receptores de melatonina en células del sistema inmune.
Por otro lado, algunas linfoquinas, y-interferon y interleukina 2 asi como las hormonas
timicas modulan la sintesis de melatonina (Withyachumnarnkul y col., 1990).

En estudios recientes, se ha mostrado que la melatonina es un neutralizador muy
eficiente del radical hidroxilo (-OH}), radical libre de elevada toxicidad y del radical peroxilo
(ROO-), (Tan y col, 1993; Pieri y col, 1994). La capacidad neutralizadora de radicales
libres de la melatonina es significativamente mayor que la del glutation (Meister, 1992),
conocido antioxidante. Ademas la melatonina estimula la glutation peroxidasa (Barlow-
Walden, 1995) que transforma el peréxido de hidrégeno (H,0,), precursor del -OH, en
agua (H,0), oxidando el glutation reducido. La melatonina tiene una eficiencia
neutralizadora del radical peroxilo, radical generado durante la peroxidacion de lipidos

que produce destruccién de membranas bioldgicas, mayor que la vitamina E (Packer,
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1994). Concentraciones fisiologicas de melatonina inhiben la sintasa de oxido nitrico
(Pozo y col., 1994) que genera (NO-) que puede dar lugar a -OH. Estudios in vivo han
demostrado que la melatonina es realmente potente en proteger del dafo inducido
debido a la adminstracién de carcindégenos (safrol) (Tan y col., 1994), radiacciones
ionizantes (Vijayalaxmi, 1995) y téxicos (endotoxina bacterina LPS, paraquat) (Sewerynek
y col.,1995, Reiter 1995) cuyo mecanismo de accion es debido, al menos en parte, a la
induccién de radicales libres. Actualmente no se sabe si la capacidad antioxidante de la
melatonina es puramente un efecto farmacolégico o tiene relevancia a concentraciones

fisiolégicas, pero de cualquier forma puede tener elevado interés terapeutico.

1.3.7.1. Inhibicién de la sintesis de AMPc mediada por receptores de

melatonina
La respuesta funcional del receptor de melatonina a nivel bioquimico es la
inhibicion de la produccién de AMPc. Se ha demostrado que la melatonina inhibe la
acumulacién de AMPc inducida por forscolina en la hipéfisis posterior de ovino y
hamster, probablemente, a través de una proteina G sensible a toxina pertussis
(Carlson, Weaver y Reppert, 1989). En la hipdfisis anterior de ratas neonatas la
melatonina inhibe la produccién de GMPc, asi como AMPc, inducida por estimulacién

con hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH).

1.3.8. Localizacion del receptor de melatonina

Las tecnicas autoradiograficas que emplean radioligandos de alta afinidad y
especificidad por receptores de melatonina (2-1'melatonina) han permitido la
localizacién regional de éstos. Las pocas y discretas areas del cerebro, hipéfisis y retina
donde se han encontrados sitios de union (Tabla If) sugieren que la hormona desempena

funciones especificas a nivel central.
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Tabla II. Localizacién y funcién de receptores de melatonina de afinidad picomolar, en
mamiferos (fomada de Krause y Dubocovich, 1990)

Sitios de unién para Especies ' funcién celular
2-1'""melatonina

Hipdfisis
Pars tuberalis rata, hamster, | AMPc
oveja,ratén,ardilla
adenohipdfisis rata neonatal | AMPc, |GMPc
Retina
células amacrinas conejo | liberacién de dopamina
SNC
Hipotalamo
NSQ humano, rata no conocida
NPV hamster, rata, raton
nucleo reuniens hamster, ratén no conocida

Otras localizaciones: :
area postrema (rata), plexo coroideo (rata), estria terminalis (ratén), nucleo
de la estria medularis (hamster), nucleo hipotaldmico dorsomedial
(hamster), area hipotalamica anterior (ratén), ndcleo taldmico anteroventral
(rata) y anteromedial (ratén), subiculum (rata), nucleo lateral de la habénula
(hamster)
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Los receptores de melatonina localizados en el nucleo supraquiasmatico (NSQ)
(Reppert y col., 1988) y paraventricular (NPV) pueden estar impicados en la
sincronizacion de los ritmos biolégicos. Se ha mostrado que la melatonina inhibe la
actividad eléctrica y metabélica en el NSQ (Cassone, 1990). Los receptores localizados
en la pars tuberalis, eminencia media y pars anterior de la hipofisis mediarian los efectos
neuroendocrinos de la melatonina, en particular los conocidos efectos gonadotréficos y
tirotréficos (Tamarkin, Baird y Almeida, 1985; Morgan y col., 1989).

En la retina, se piensa que la activacion de los receptores de melatonina, por la
hormona sintetizada localmente, induciria la respuesta adaptativa a la oscuridad
regulando la agregacion de melanosomas en el epitelio pigmentado de la retina (Redburn
y Mitchell, 1989). Por otro lado, la sintesis y liberacién de dopamina en la retina, principal
catecolamina en este tejido en la mayoria de los vertebrados, es activada por luz e
inhibida por melatonina. A su vez, la biosintesis de melatonina esta regulada
negativamente por dopamina. Como resultado de estas muatuas acciones inhibitorias, los
ritmos de producciéon de melatonina y dopamina tienen fases opuestas. Asi, la
melatonina puede tener una funcién relevante en la retina mediante la inhibicién de las
células dopaminérgicas (Dubocovich, 1983). Los sitios de unién de melatonina en otras

regiones continta siendo un area de intensa investigacion.

1.4. OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO

En el presente trabajo, los objetivos que se han propuesto han sido estudiar las
conductancias idnicas activadas por NA y ACh en células pineales de rata, asi como el
tipo de receptores que median la respuesta eléctrica. Investigar el patron de la sefal de

Ca” inducida por los agonistas adrenérgicos y, potencialmente, colinérgicos, asi como
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el posible significado funcional de las respuestas mediadas por ambos agonistas. Por
ultimo, se ha querido abordar el estudio de la secrecién de indolaminas, y
particularmente, identificar los productos de secrecion indélicos asi como el mecanismo

de secrecién de éstos.

35



MATERIAL Y METODOS



Material y métodos

2.1. CULTIVO CELULAR

Los pinealocitos se obtuvieron mediante dispersién enzimatica y mecénica de

glandula pineal de rata Wistar, de un mes de vida, aproximadamente. Se utilizaron

indistintamente ratas de ambos sexos.

2.1.1 Extraccidn de la glandula pineal de rata
2.1.1.1 Localizacion anatémica
La glandula pineal o epifisis cerebral en la rata es un pequeno 6rgano de color
blanco rosado que en su desarrollo ha migrado en sentido dorsal para localizarse
superficialmente bajo el craneo, concretamente, a nivel del punto lambda de las

coordenadas estereotaxicas del cerebro de rata (Figura 12).

El punto lambda se define como el punto medio de la curva ideal que describe
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Figura 12, Vista dorsal y lateral de un craneo de rata aduita. En el panel superior e inferior
de la figura se muestran la vista dorsal y lateral de un craneo de rata, respectivamente. La
coordenada estereotaxica lambda se localiza en el punto medio de la curva ideal (ajuste de
la curva real) que describa la sutura lambdoidea. (Tomada de "The rat brainin sterotaxic
coordinates”, G. Paxinos y C.Watson, Ed Academic Press, 1982)
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la linea sinuosa de la unién del hueso interparietal con los huesos parietales del craneo
(sutura lambdoidea); aproximadamente, en la confluencia de la sutura sagital (entre los
huesos parietales) con la lambdoidea.

La glandula pineal de rata esta conectada con el resto del diencéfalo y tercer
ventriculo por un peddnculo o tallo (que contiene fibras nerviosas, vasos sanguineos y
tejido conectivo). La glandula tiene forma ovoide, mide ~ 1-2 mm de diametro mayor y
esta envuelta por una capa de tejido conectivo o piamadre.

La glandula pineal de rata ocupa un espacio triangular en cufia, delimitado
rostralmente por el angulo que forman la corteza cerebral retroesplenial y estriada de
cada hemisferio, al separarse del plano de simetria del cerebro. El limite dorsal de la
ubicacién de la glandula lo constituye el I16bulo 4 y 5 del cerebelo. El suelo sobre el que
descansa la glandula pineal es la depresion existente entre los tuberculos cuadrigéminos

superiores e inferiores (figura 5).

2.1.1.2. Proceder en la extraccién de la glandula pineal

Se utilizaron 2-3 ratas por preparacion. Con cada animal se procedid
secuencialmente de la misma forma:

Se introdujo la rata en una campana de anestesia con triclorometano (Panreac).
Una vez anestesiada, fue decapitada con guillotina (Lética, Espafa). Tras seccién
sagital de la piel que recubria la calota craneana, se expuso ésta. Con una gubia se
realizd una craneotomia resecando el hueso interparietal y las porciones mas
dorsomediales de los huesos parietales.

Una vez disecada la duramadre, al ser la Qbicacién de la glandula muy
superficial, ésta quedo bien expuesta. A continuacién, la glandula pudo ser faciimente
resecada tras la seccion del pedunculo pineal que la conecta al resto del diencéfalo.

Recién extraida la glandula, se deposité en una solucién salina, sin calcio ni
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magnesio afadidos , a 4° C (ver soluciones).

2.1.2. Dispersioén celular

Obtenidas 2-3 glandulas, bajo lupa estereoscépica (Nikon SMZ-1B, Japén),
utilizando iluminacién fria (Intralux 4000, Volpi, Suiza) y con ayuda de pinzas finas, se
resecaron los restos de tejido conectivo y vasos sanguineos que rodeaban la glandula.

A continuacién, se pasaron las glandulas varias veces por solucién limpia y,
finalmente, se depositaron en una soluciéon de identica composicion iénica pero con
proteasa inespecifica afadida (proteasa XIV, Sigma) a una concentracion de 0.5 mg/ml.
Las glandulas se mantuvieron en un bafio con agitacién (Unitronic 320 OR, Sel'ecta,
Espana) termostatado a 36° C, durante 30-35 minutos para digestion enzimatica del
conectivo de las glandulas. Una vez terminado este tiempo, las glandulas se pasaron a
medio de cultivo.

El medio de cultivo empleado fue el Ham F10 (Flow) sin glutamina y con tampén
bicarbonato. Como suplementos se utilizaron: penicilina (60 u.i./ml), estreptomicina
(50ug/ml), 10% v/v de suero bovino fetal y 1% v/v I-glutamina.

La dispersion y la siembra celular se realizé en condiciones de esterilidad: en
campana de flujo laminar y utilizando material estéril de un séio uso. Para la dispersién
mecéanica de las células se utilizaron pipetas pasteur de vidrio con puntas de diametro
progresivamante menor puﬁdas por calor. Mediante una suave aspiracién-eyeccion del
medio de cultivo con tejido glandular ya digerido enzimaticamente, se obtuvo una

suspensién celular de turbidez homogénea.

2.1.3. Siembra y mantenimiento del cultivo celular
La suspension celular se deposité sobre los pequefos soportes de siembra
celular previamente preparados, y contenidos en una placa de petri de poliestireno

estéril. El cultivo celular se mantuvo en una cdmara de incubacién (Selecta) a 36 °C y
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5% de CO,, condiciones en las que permanecié hasta el momento del registro, de 1 a

5 dias después de la dispersion.

2.1.3.1. Preparacion de soportes y material para cultivo celular

Los soportes para la siembra celular se prepararon poco antes de iniciarse la
extraccion de las glandulas, como se detalla a continuacion:

1.- Se cortaron cubreobjetos de vidrio (n° 1) en pequerios trozos rectangulares
(~ 3 x 10 mm) con una punta de diamante.

2.- Estos trozos se depositaron en etanol durante unos quince minutos, para
disolver posibles impurezas adheridas a su superficie.

3.- A continuacién, se lavaron varias veces con agua desionizada y se secaron
en la campana de flujo de aire laminar (Gelaire VB85, Gelman Instruments, ltalia).

4.- Una vez secos, se flamearon en la llama de un mechero bilinsen.

5.- Se depositaron en una solucién de poli-L-lisina (sal hidrobromuro, P-1524,
Sigma), 1 mg/ml, con tampén tris(hidroximetil)aminoetano, pH 8.5, (TRIZMA 8.5, T-5378,
Sigma) a concentracion de 19 mg/ml. Este compuesto, formado por distintos
poliaminoéacidos de alto peso molecular (> 300.000 D), forma una matriz que favorece
la adhesion celular a la misma.

6.- Transcurridos unos 45-60 min, se lavaron los éoportes primero con agua
desionizada, luego con solucién salina filtrada y tamponada (p.e., solucién de dispersién
celular, ver apartad soluciones) y de nuevo con agua desionizada.

7.- Se secaron y depositaron en una placa de petri de poliestireno, ya listos para
la siembra celular.

Para tener material disponible para varios cultivos, se preparé ademas un lote
de pipetas de vidrio pasteur alas que se les introdujo, en su extremo mas ancho, un

trozo de algodén (como filtro de aire) y también se prepard un lote de portafiltros
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(swinnex-25, Millipore, EE.UU.) a los que se les colocé un filtro de 0.22 pm de didmetro
de poro (Millipore). Todo ello se introdujo en un autoclave (Microclave S-477, Selecta,

Espana) para su esterilizacién, a 125° C y 1.2 atm. durante 45 minutos.

2.2 SOLUCIONES

Se prepararon con agua destilada por osmosis inversa (Milli-Ro 6 Plus, Millipore)
y desionizada en resina de intercambio iénico (Milla-Q Plus, Millipore), con una
resistividad de 18.2 MQ cm. Todas las sales fueron suministradas por Sigma, Merck o
Panreac.

Se prepararon soluciones concentradas con cada una de las sales, a las que se
les midi6 la osmolalidad con un osmémetro de presion vapor (Weiscor, Utah, EE.UU.),
y a partir de las cuales, se calculé la concentracién real de soluto en cada disolucién.
Mezclando volumenes calculados de estas soluciones se prepararon todas las demas.
Las soluciones se almacenaron durante meses a 4 °C.

Todas las soluciones finales se ajustaron a un pH de 7.2/7.3, titulando mediante
un pHmetro (MicropH 2002 Crison, Barcelona, Espafia) con NaOH, KOH o CsOH, segun

el cation predominante en cada solucién.

2.2.1. Soluciones empleadas en la preparacién celular

L.a composicién idnica de la solucidn empleada en el aislamiento de la glandula
y en el tratamiento enzimatico fue (en mM): 135 CINa, 2.7 CIK y 10 HEPES. No se
afiadieron cationes divalentes para facilitar la dispersién celular (0 Ca®-0 Mg?), pH 7.35,

osmolaridad 290 mOsm.

42



Tabla lll. Soluciones de registro

EXTERNAS

CINa CIK Cl,Ca CLMg EGTA HEPES glucosa
control 145 27 25 1 10 10
0Ca* 145 27 1 10 10
0Ca*-EGTA 145 27 1 1 10 10
todo Na* 145 1 10 10
INTERNAS
f:’or_rientes CICs CIK GluK CiLMg EGTA-Ca EGTA-K, HEPES
i6nicas
K*-0.1 uM Ca* 150 7 0.225 03 10
K*-0.9 pM Ca* 150 7 1.8 | 0.2 10
K*-0 Ca* 150 7 10 10
Cs*-0.1yM Ca* 150 7 0.225 03 10
Cs*-1.3uM Ca* 150 7 27 03 10
Nistatina 150 ' 0.225 03 | 10
14 Cl 125 7 1.8 0.2 10
32Cl 18 118 7 0.225 0.3 10
46 Cl 32 118 7 0.225 03 10
capacidad
Cs*-2 yM Ca* 150 7 45 0.3 10
Cs*-1 uM Ca* 150 7 2.225 03 10
K*-1.6 pMCa* 150 22 02 10
K*-0.9 pMCa* 150 1.8 02 10

K*-0.1 pMCa* 150 0.35 0.225 10
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2.2.2. Soluciones de registro

En la tabla lll se muestran las soluciones externas (en la camara de registro) e
internas (intracelulares) empleadas (en mM).

La solucién externa tuvo una osmolalidad de 10 a 30 mOsm mayor que la interna.
Con frecuencia, la externa se suplementé con 10/20 mM de glucosa (Panreac). Como
tampon amortiguador de los cambios de pH se utilizé HEPES en forma acida para la
solucién interna y una mezcla de HEPES &cido y sédico para la externa. Teniendo en
cuenta que el HEPES tiene un pK de 7.5 (25° C), la cantidad relativa de HEPES &cido

y sédico necesaria para obtener el pH deseado se calculé a partir de la ecuacion:

[HEPES-Na]

, Q)
[HEPES 4cido]

pH - pK + log

2.2.2.1. Ajuste de la [Ca*'] en las soluciones

Las distintas concentraciones de calcio i6nico utilizadas en soluciones internas
se obtuvieron a partir de diferentes combinaciones de EGTA-K, y EGTA-Ca. El protocolo
seguido evita errores derivados de posibles impurezas en el EGTA (Miller y Smith, 1984)
permitiendo preparar soluciones de Ca* con gran exactitud (~99%) (Neher, 1989). El
procedimiento seguido se detalla a continuacion:

Se preparé una soluciéon de EGTA , 200 mM, que se titulé con KOH hasta obtener
un pH de 6.5. Parte de esta soluciéon de EGTA libre se diluyé a 100 mM, tritié a pH 7.2
y almaceno¢ a -20 ° C. A la otra parte se le afiadieron pequenas cantidades de CICa,.
Entre adicién y adicién de CICa, se volvié a tritiar el pH a un valor de 6.5 con KOH.
Inicialmente, se requerié la adicion de dos moles de KOH por cada mol de CICa, para

restaurar el pH a 6.5. Cuando la cantidad de ClICa, afiadida estuvo préxima a saturar el
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EGTA, la cantidad de KOH requerida para ajustar el pH a 6.5 disminuyd rapidamente.
El momento en el que un mol de KOH neutralizaba la modificacién del pH inducida por
un mol de CICa, fue tomado como el punto de saturacién del EGTA con Ca®.
Subsecuentemente, la solucion fue diluida a la mitad (100 mM), ajustada a un pH de 7.2
y almacenada a -20° C. La concentracion de calcio de esta solucién es igual a la
concentracion de EGTA con un margen de error < 1% (Neher, 1989). La concentracién
final de Ca®" en la solucién interna se calculdé asumiendo una constante de disociacién

del EGTA-Ca de 0.15 uM.

[EGTA-Ca] )

[Ca?], - K,
[EGTA],-|[EGTA-Ca]

2.3. MICROFLUOROMETRIA

Es una técnica dptica que permite cuantificar la emision de fluorescencia de una
muestra microscépica que ha sido marcada con una sustancia cuya fluorescencia es
sensible a un parametro de interés, tal como la [Ca®'], el pH, el potencial de membrana,

etc. En el presente trabajo se han monitorizado los cambios en la [Ca®"], mediante el

indicador fluorescente fura-2.

2.3.1. Indicador de calcio
El indicador fluorescente de calcio empleado fue fura -2 (Molecular Probes,
EE.UU.) (Figura 13 B). Este fluoréforo fue desarrollado por el Dr Roger Tsien y sus

colegas (Grynkiewicz, Poenie y Tsien, 1985) y procede de un quelante de calcio no
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Figura 13. Quelantes e indicadores de Ca® A. Estructura quimica del BAPTA, 5 bis
(aminofenoxi) etano N,N,NN, tetraacetato, quelante de Ca* no fluorescente. B. Estructura
quimica del fura-2, indicador de Ca®* fluorescente derivado del BAPTA. C. La molécula de
fura-2 unida covalentemente a cinco grupos ésteres acetoximetilos (rectangulos de lineas
discontinuas) contituyen el fura-2, AM, foma permeante célular. D. Espectro de excitacién
del fura-2 a concentraciones crecientes de Ca”" i6nico. Las lineas discontinuas hacen
referencia a las longitudes de onda de los filtros de excitacién empleados (357 y 380 nm)
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fluorescente, BAPTA (figura 13 A). La forma empleada en nuestros experimentos fue
fura-2 AM (Figura 13 C), en la que la molécula de fura-2 esta conjugada con grupos
ésteres acetoxi metilos (ésteres AM). Las moléculas de fura-2 AM atraviesan
pasivamente la membrana plasmatica y una vez dentro de la célula son hidrolizadas por
esterasas intracelulares volviendose no permeables a través de la bicapa lipidica.

El espectro de excitacién de fura-2, in vitro, con concentraciones crecientes de
calcio libre se muestra en la Figura 13 D. A una longitud de onda de excitacién de 340
nm el fluoréforo fura-2 incrementa su emisién de fluorescencia cuando une Ca?". Por el
contrario, la emision de fluorescencia es inversamente proporcional a la [Ca*] a 390 nm.
La emisién es independiente de la concentracién de Ca* a 360 nm, es el punto
isosbéstico del fura-2. La intensidad de emision maxima, por tanto, se desplaza en el
espectro de 370 nM a 340 nm cuando una solucién libre de calcio se satura con Ca®.
Este desplazamiento permite usar el método de la razén de fluorescencia, que hace la
medida de la [Ca*] independiente de la concentracién de fluoréforo, grosor celular,

apagamiento del fluoréforo y pérdida la mismo.

2.3.2. Equipo de microfluorometria

Const6 de (Figura 14):

- microscopio invertido (Zeiss, Axiovert 35) equipado con epifluorescencia, que
utiliza un ldmpara de xenén (XBO 75 W/2) como fuente de luz para excitacion

- juego de filtros de excitacion (Optisk Laboratories, Lyngby, Dinamarca), de
emisién y espejo dicroico, ademas de un diafragma en la via de excitacién y otro en la
de emisién

- fotomultiplicador (Luigs & Neumann, Alemania) donde se transduce la emisién
de fluorescencia en sefial eléctrica, con una fuente de alto voltaje , y que va montado con

un adaptador en C al microscopio, lo que permite que toda la luz pase hacia el fototubo
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o hacia el binocular, o parte hacia uno y hacia otro.

- unidad denominada controlador que alimenta el fotomulitiplicador, procesa la
sefal procedente de éste y controla también el movimiento de una rueda donde van
engastados dos de los filtros de excitacion

- interfase (Capitola California, Indec, EE.UU) para la adquisicion y conversién
digital de la sefal analdgica.

- ordenador personal (PC/AT)

2.3.3. Filtros y otros componentes 6pticos

Para monitorizar el incremento de fluorescenc:,ia que se produce a longitudes de
onda cortas (p.e. 340 nm) cuando el fluoréforo une calcio, se necesitan dpticas de
cuarzo, ya que la trasmitancia de las dpticas estandar de vidrio cae notablemente por
debajo de 360 nm. No obstante, el equipamiento con 6pticas de cuarzo encarece
considerablemente el sistema.

Una buena alternativa es utilizar la emisién obtenida a 390 nm como senal
dependiente de la concentracién de calcio, que es de similar calidad a la obtenida a 340
nm (el numero de fotones que se obtienen de un molécula de fluoréforo antes de que se
apague es similar). Sin embargo, dado que a 390 nm la fluorescencia del fluoréforo
disminuye al unir calcio, se ha de tener en cuenta que a concentraciones muy altas de
calcio la intensidad de la sefial se hace tan pequeﬁa que la relacién senal ruido
intrinsecamente empeora.

Puesto que nuestras mediciones estaban en un rango de concentracién
relativamente bajo (< 1 uM), la emisién resultante de la excitacion a 390 nm se us6 como
sefial dependiente de Ca*. La sedal fluorescente necesaria para calcular la razén de
fluorescencia se obtuvo a partir de la excitacion a una longitud de onda de 357 nm.

En la Figura 15 se muestra un esquema de la localizacién de los filtros y otros
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Figura 15. Esquema del dispositivo experimental para la medida de la fluorescencia
A. Sefial de fluorescencia emitida a dos longitudes de onda de excitacién (alrededor
de 357 y 380 nm) transducida en sefial eléctrica en el fotomultiplicador. B.
Promediado de la amplitud de cada pulso de voltaje en unidades arbitrarias (salida
digital del convertidor A-D) representa la modificacién de fluorescencia a 357 nmy
380 nm en funcion del tiempo tras un estimulo. La intensidad florescencia emitida a
357 nm y 380 nm es directa e inversamente proporcional, respectivamente a la
[Ca®]. C. Via de iluminacién del sistema de epifluorescencia empleado. La rueda de
filtros va situada entre la lampara de xendn y el microscopio y contiene un filiro SWP
357 (1), el filtro BP 380/10 (2) va colocado en la rueda en una posicién simétrica a
la del filtro SPW 357. El filtro UG 1 va situado en la via de excitacién entre la rueda
y la preparacion (3). El portafiltros de epifluorescencia es un soporte cibico que
tiene un espejo dicroico (BSP 430), colocado con una inclinacién de 45° (5).El filtro
de emisién, LWP 470, se localiza en el cubo de filtros de epifluorescencia (6) y otro,
SWP 540, a la entrada del fotomultiplicador (7). Se emplearon dos diafragmas, uno
en la via de excitacion (4) y otro en la de emisién (8).
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componentes épticos en el sistema de epifluorescencia utilizado (parte C de la figura).
La rueda de filtros, que va situada entre la lampara de xenén y el microscopio, contiene
un filtro SWP 357 (1), que es de paso bajo y complementa el filtro de paso alto que
constituye la optica del sistema, dejando un paso de banda que tiene una longitud de
onda centrada alrededor de 357 nm. La maxima transmitancia de este paso de banda
esta en el rango de 0.1 (véase mas adelante), menor que la del filtro BP 380/10 (2) que
va colocado en la rueda en una posicién diametralmente opuesta a la del filtro SPW 357.
aunque esta diferencia de trasmitancia no es significativa para causar distorsiéon de la
intensidad de excitacion en un espectro airededor de 380 nm, para obtener intensidades
de excitacién mas parecidas se ha empleado un filtro adicional (Schott UG1) que junto
con el BP 380/10 proporcionan un paso de banda alrededor de 380 nm con una
trasmitancia maxima préxima a 0.1. El UG 1 va situado en la via de excitacion entre la
rueda y la preparacion (3). La luz que pasa a través del SWP 357 no se atenua por la
interposicion del fiitro UG1 (Figura 16).

El portafiliros de epifluorescencia es un soporte cibico que tiene un espejo
dicroico (L.P 430), colocado con una inclinacion de 45° (figura 15 C, 5), que reflecta hacia
la muestra de estudio todo haz de luz con una longitud de onda menor de 430 nm (A <
430 nm) y por tanto, reflecta las dos longitudes de onda de excitacién, mientras que
permite el paso a su través de todo haz con una longitud de onda mayor (A > 430 nm)
y por consiguiente, permite el paso de la fluorescencia de emisidén hacia el fototubo o
binocular.

Para reducir el ruido de fondo en el fotomultiplicador, se limitd la eficiencia de
deteccion del fotomultiplicador a una banda con buena transmitancia para la luz emitida.
Colocando un filtro de emisién, LWP 470, en el cubo de filtros de epifluorescencia (6) y
otro, SWP 540, a la entrada del fotomultiplicador (7), se obtuvo un paso de banda con

una buena trasmitancia entre 470 nm y 540 nm. Este ultimo filtro permitié ademas ver
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la preparacion con luz roja sin que se afectara la medicién.

El diafragma de emisién (8) permitié limitar el area de coleccién de la luz de
fluorescencia a un area circular, dentro de la que se colocaba la célula a estudiar. Un
diafragma en la via de excitacion (4) permitié también limitar el 4rea del haz de luz de
excitacion.

Se usé un objetivo Plan-neofluar (Zeiss) x40, con una apertura numérica de 0.75.

2.3.4. El controlador

Los dos filtros insertados en la rueda alternativamente pasan a través del haz de
luz de la lampara, obteniéndose una secuencia de pulsos de luz. La circunferencia de
la rueda contiene marcas estroboscopicas que, colocadas antes y después del paso del
filtro, son detectadas por un fotosensor al reflectarse un haz de luz en las mismas. Con
cada pulso la preparacién emite una fluorescencia, que el fotomultiplicador transducira
en pulsos proporcionales de voltaje (Figura 15 A). La sefial eléctrica obtenida entre las
marcas es integrada, y la integral es mantenida a la salida del controlador hasta que
pase de nuevo el mismo filtro. El instrumento consta de tres canales de salida de este
tipo: uno para la sefial de cada filtro y otro que mide la "serial de obscuridad" entre él
paso de un filtro y otro.

Ademas, el controlador va provisto de un preamplificador entre la entrada de la
sefial procedente del fotomultiplicador y el circuito de integracién, con ganancias
seleccionables (1,2,5,10,20,50). La autofluorescencia del medio se cancelé para cada
una de las longitudes de onda mediante un potenciémetro en cada canal. Asi mismo, se
cancelé el efecto de luz de la habitacion o de la transiluminacion roja sobre la medicion,
lo que permitié realizar los experimentos con luz y sin necesidad de un riguroso

apantallamiento de la preparacion.
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2.3.5. Sensibilidad de la medida a distintas longitudes de onda de excitacién
En el método de la razén de fluorescencia que se utilizd para determinar la
concentracion intracelular de caicio (Grynkiewizc,1985), la relacion entre la razén de
fuorescencia (R) y la concentracion de Ca? (pCa) depende de la constante de disociacion
del fura (Ky) y de B (cociente de los valores de fluorescencia de la fraccién de fura libre
y unido a calcio con haz de excitacién de mayor longitud onda). La dependencia de B

hace que la eleccién del par de longitudes de onda sea un factor de importancia critica.

27 . (R'Rmin)
[Ca*] - K, ————(Rmax_ R B 3)
R-R, +(R-R )21 (4)
KDB+[Caz']

La Figura 17 muestra la relacion entre la razén de intensidades de fluorescencia
y la concentracién de Ca” para distintos pares de longitudes de onda. Los valores

utilizados para el calculo de las curvas se muestran a continuacion:

A (nm) Rumin Rimax p Kp (nM)
340/358 0.75 2.29 1 240
340/380 1.24 40.72 11.68 286
358/380 1.06 13.07 9.38 150
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Figura 17. Relacién razén de fluorescencia normalizada (R) y la concentracion de
calcio (pCa) para distintas longitudes de onda de excitacién, calculadas seg(n la
ecuacion 4. Los valores de los parametros empleados para la obtencién de las
curvas con los pares 340/358 y 340/380 han sido tomados de Uto, Arai y Ogawa,
1991. Los del par 358/380 son nuestros valores de calibracion.
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De los parametros anteriores se ve que para el fura-2 el par de longitudes de
onda 340/380 es el que mayor rango dinamico tiene (de 1.24 a 40.72), y el par 340/358
el que menos (de 0.75 a 2.29). Por el contrario, en la figura 17 se aprecia que el par
340/358 es el muestra mayor linealidad en un rango de concentraciones de Ca*
intracelular fisiolégico (entre 10 nM y 1 uM) mientras que con el par 340/380 la razén de
fluorescencia muestra una débil dependencia de la concentracién de Ca** en este rango.
La razén de fluorescencia a 358/380 tiene un rango dindmico (de 1.05 a 13.07) y en
rangos fisioldgicos, una dependencia del pCa intermedios. En nuestros experimentos,
hemos utilizado el par de longitudes de onda 357/380 ya que presentan caracteristicas

adecuadas para la medicién y, ademas, no es necesario utilizar épticas de cuarzo.

2.3.6. Procedimientos de calibracion

En el método de la razén de fluorescencia, el cociente de intensidades de
fluorescencia a dos longitudes de onda (F**%/F**%) o razén de fluorescencia es
adimensional y tiene que ser calibrado para que exprese concentraciones de Ca”. Las

constantes de calibracion son R,,;,, R,y R (razén de fluorescencia en ausencia de Ca®"

mirer ! Ymax
a concentracién saturante de Ca®, y a una concentarcién intermedia conocida,
respectivamente) y £ (razén de fluorescencia del fura-2 libre y unido a Ca* a una
excitacion de 380 nM, F,,**%/ F,...>®). Estas constantes de calibracidn tienen que ser
determinadas experimentalmente sobre un sistema de microfluorometria dado, ya que
estan influenciadas por todos los componentes (la lampara, los filtros, el
fotomultiplicador, etc.). El procedimiento que utilizamos para obtener estas constantes

fue la calibracion in vitro empleando soluciones con concentraciones de Ca®* conocidas

y cuya composicion (en mM) se muestra en la tabla 1V:
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Tabla IV: soluciones de calibracion

CIK Cl,Ca EGTA-Ca EGTA-K, HEPES
Ca” saturante 145 10 10
Ca® 300 nM 145 6.6 3.3 10
0Ca® nominal 145 10 10

En todos los casos el pH se ajusté cuidadosamente a 7.2. Un ejemplo de los

valores obtenidos en nuestro dispositivo exprimental es como sigue:

R, =1.05
R =3.16
R, = 13.07

B =938

El valor de K, para el fura-2 se calculé a partir del valor R obtenido en la
solucién con 300 nM Ca®, mediante la aplicacion de la ecuacién x. Se asumié que la K,
para el EGTA a pH 7.2 es 150 nM. El producto K,8 se denomina constante de
disociacién efectiva del calcio (K,) y fue 1407 nM.

Para la calibracién in vitro, de empleé fura-2, pentapotasio (Molecular Probes,

EE.UU.), concentracion final 1-10 uM.

_ 2.3.7. Proceder experimental
2.3.7.1. Preparacioén del fura-2 AM
Se disolvié 1 mg de fura-2 AM en 1 mi de acetona. Esta disolucion se repartié en
20 viales conteniendo 50 ul de colorante cada uno y, posteriormente, se introdujeron en

una camara de vacio para evaporar la acetona. Las alicuotas asi preparadas se
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conservaron a -20 2C hasta su uso. Para disolver en solucién acuosa el fura-2 AM fue
necesario hacer una previa disolucién en DMSO (dimetilsulfoxido) (10 ul) para, despues

diluir el colorante hasta una concentracién final de 2 yM (DMSO 0.05%).

2.3.7.2. Incubacién y registro

De diez a cicuenta minutos antes de cada experimento, las células fueron
incubadas con 2 uM de fura-2 AM a 36 °C y, subsecuentemente, lavadas en solucién
libre de fura-2 por un tiempo minimo de diez minutos.

Para cada cubre de vidrio con células cargadas con fura -2 , se compensoé en el
controlador el efecto sobre el sistema de fluorescencia de la iluminacion ambiental, asi
como la autofluorescencia del cubreobjetos de la preparacion en el bario, a las dos
longitudes de onda de excitacion.

Las soluciones control y test se aplicaron continuamente (Figura 18). Las barras
marcadas eﬁ las figuras indican el momento en el que las soluciones se cambiaban
(tiempo muerto 2-5 s). La composicién de la solucion usada fue (en mM): 145 CiNa, 2.7
CIK, 2.5 Ci,Ca, 1 CLMg y 10 HEPES; glucosa 10-20, tamponada a un pH de 7.25-7.35
con NaOH. El CICa, fué omitido en algunos casos, lo que se denoté como 0 Ca**. Todos

los experimentos fueron realizados a temperatura ambiente (20-25 °C).

2.3.8. Adquisicion y analisis

En medidas de calcio con fura-2 se empled un programa en lenguaje C
desarrollado por el Prof. Urefia para la adquisicién de las senales, calculo de |la
concentracion de calcio libre y representacion grafica de éstas durante la medicion. La
concentracion de Ca®, se calculé cada 0.6 s a partir del promedio de los valores
muestreados registrados durante este intervalo, para cada longitud de onda. La rueda

giré entre 4-5 ciclos/s
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Figura 18. Sistema de perfusion empleado en microfluorometria. Las soluciones
control o test fueron continuamente aplicadas por presién hidrostética. El sistema de
drenaje por succién a un recipiente donde se practicé vacio con una bomba de

aspiracion.
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2.4. REGISTRO DE CORRIENTES IONICAS

Se empled la técnica de "patch-clamp” (Hamill y col, 1981) para el registro de
corrientes a través de canales individuales en microareas de membrana, o bien, para el
registro de corrientes macroscoépicas a través de toda la membrana célular. Asi mismo,
se utilizd en la medida del potencial de membrana y en la monitorizacién de los cambios

de la capacidad eléctrica de la célula.

2.41. Equipo de "patch-clamp"

Nuestro equipo de "patch-clamp" constaba de (Figura 19):

- mesa antivibratoria (Micro-g, TMC, EE.UU.) en la que se instal6 dos torretas
metalicas verticales solidarias a la misma, colocadas a ambos lados del microscépio. La
torreta derecha sustentaba una platina sobre la que se colocaba la preparacion celular,
con movimiento en el plano horizontal mediante micromanipuladores (Micro-controle,
Francia). La misma torreta también sustentaba el sistema de sujecién vy
micromanipulacién de la micropipeta de "patch clamp” y del electrodo de voltametria
(véase mas adelante). Este micromanipulador permitia el movimiento del microelectrodo
en las tres direcciones del espacio, siendo el movimiento vertical motorizado y sujeto a
control remoto (MDC-3 remote, Klinger Scientific, EE.UU.). La torreta izquierda
sustentaba otro micromanipulador, también con movimiento en los tres ejes, para la
colocacion de una micropipeta de aplicacion de drogas.

- microscopio invertido (Axiovert 35, Zeiss, Alemania),

- faula de Faraday,

- amplificador de "patch clamp" (EPC 7, List Electronics, Alemania),

- ordenador conectado con una interfase para la conversién analégico-digital y

60



RS S — £ EPCC-)7
T T T T T T e e —— o [0 b 0 o 0O °Q

|

1

} Osciloscopio ©

| SR
| ©0 0o

I o °

|

|

|

|

|

|

I

i

1

1 ) S, - o 60 00 Ophy 1
} ______°ConversorDA/AD° o 00 olffem=
|

|

|

|

1

]

|

Figura 19. Esquema del dispositivo experimental para el registro de las corrientes
ibnicas de membrana, del potencial de membrana y sefiales voltamétricas o
amperométricas
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digital-analégica. En los experimentos de corrientes idnicas y medidas de potencial de
membrana se utilizé un ordenador Atari (Mega4-Megafile30, Atari, EE.UU.) con una
interfase Instrutech (ITC-16, Instrutech Corp.,  EE.UU.). En los experimentos de
capacidad se empleé un ordenador personal PC/AT (Fountain, EE.UU.) con una interfase
Indec (Capitola California, Indec, EE.UU.).

- osciloscopio de 50 MHz (Tektronic 2225, Holanda),

- tageta PCM -modulacion por codificacion de pulsos (VR-10A CRC, Instrutech
Corp) para almacenamiento de la informacién en

- reproductor de video VHS (VS-F12, Akai, Japén),

- filtro Bessel de 8 polos (Frecuency Devices 902, EE.UU.) con una frecuencia
de corte seleccionable entre 0.1 y 10000 Hz, para tratamiento analdgico de la sefial, y

- sistema de imagen para visualizar los cambios de morfologia de la célula bajo
estudio, integrado por una camara CCD de video (Sony, Japén) con su controlador y un

monitor de video (Trinitron, Sony).

2.4.2. Microelectrodos de registro

Se fabricaron a partir de capilares de borosilicato (Kimax-51, 34502, EE.UU.), que
tiene una baja conductividad dieléctrica, incluso para altas frecuencias, y por tanto, un
bajo nivel de ruido.

Mediante un estirado por calor en dos fases, se obtuvieron pipetas con una
resistencia reproducible entre uno y diez megaohmios (1 < R, < 10 MQ). Para este
propdsito, se empled un estirador comercial con un solenoide alimentado por una fuente

de corriente (L/M-3P-A, List-Medical, Alemania).

2.4.3. Registro de corrientes a través de canales idnicos individuales

Fueron registradas usando las variantes de parche in situ y parche escindido de
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la técnica de "patch-clamp". Se emplearon micropipetas con una resistencia (R,) entre
4y 8 MQ. Como electrodo indiferente, un hilo de plata clorurado (Ag-ClAg) en contacto
con la solucién del bario a través de un puente de agar.

La resistencia del electrodo se calculé a partir de la corriente (/) que fluia entre

los dos electrodos al aplicar una diferencia de potencial (V) conocida entre ambos.

Ry« (5)

Después de introducir la micropipeta en el bafio se cancel6 el potencial de unién
del electrodo con la solucién del bario. La aproximacién de la micropipeta a la membrana
celular aumentd R, , y alin mas, tras la aplicacién suave de presion negativa al interior
de la pipeta mediante succién, hasta alcanzar subitamente valores de gigaohmios. El
sellado de la punta de la micropipeta a la célula, aisl6 quimica y eléctricamente un
parche de membrana del resto. Este gigasello permitié el registro de corriente de uno o
varios canales individuales ubicados en el parche. En esta configuracién se usé una
resistencia de retroalimentacion de 50 GQ en el conversor corriente-voltaje (I/V) dgl
amplificador (Figura 20) para monitorizar corrientes a través de canales Unicos con una
resolucion de 50 mV/pA (ganancia 1). Esta es la modalidad de parche in situ de la
técnica de "patch-clamp”.

Ademas de esta modalidad se empleé6 la de parche escindido: traccionando de
la micropipeta verticalmente, se escindié el parche de membrana del resto de la célula.
Cuando la traccién se realizé desde la modalidad de parche in situ, quedé la cara interna
de la membrana bafiada por la solucion extracelular. Haciéndolo desde la modalidad de
célula completa (ver apartado siguiente) se obtuvo un parche escindido con la cara

externa de la membrana hacia el bafro.
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Figura 20. Aplicacién de agonistas con una pipeta y registro con otra conectada al
convertidor corriente-voltaje del amplificador de "patch-clamp”
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2.4.4. Registros de corrientes ionicas en célula completa

Habitualmente se utilizaron pipetas con una resistencia entre 1-4 MQ (R,), menor
que la empleada en registros de canales idnicos individuales. Una vez hecho el sello,
como se describi6 previamente, se aplicé un pulso suave y mantenido de succién para
eliminar la membrana bajo la punta de la micropipeta y acceder eléctricamente al interior
de la célula. La apertura del parche de membrana se hizo evidente al aumentar el
transiente capacitativo de la corriente desde valores menores de 1 pF (capacidad de la
micropipeta y microarea de membrana sellada) hasta varios pF (de la capacidad de la
membrana celular completa). En ésta modalidad de célula completa, la solucién
intracelular se intercambid con la solucién electrolitica de la pipeta, con lo que se tuvo
control sobre la composicién idnica del medio intracelular, y se pudo aplicar drogas
dentro de la célula.

Para el registro de corrientes macroscépicas la resistencia de retroalimentacion
del convertidor I/V que se selecciond, usualmente, fue de 500 MQ (0.5 mV/pA, ganancia
1), aunque eventualmente para corrientes de pequena amplitud (< 200 pA) se usoé la de
50 GQ.

Los transientes capacitativos obtenidos en modo puiso se anularon mediante el
circuito de cancelaciéon de capacidad (un potencidometro para cancelacién de la
capacidad de la pipeta y otro para cancelacién de la capacidad de la membrana celular).
Los valores de capacidad celular tipicamente obtenidos oscilaban entre 5 -10 pF,
mientras que la resistencia de acceso lo hacian entre 4-10 MQ (conductancia: 0.25-0.10
HS). No se utilizé compensacién de la resistencia en serie. La sefial se filtré en el

amplificador de " patch-clamp" a 3 6 10 KHz.

2.4.5. Aplicacion de drogas

La aplicacion de drogas se realizé mediante micropipetas, similares a las de
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Figura 21. Ejemplo de protocolo de rampas empleado cuando se quiso monitorizar
el registro de corrientes iénicas activadas por ligando a dos potenciales diferentes (E;
FO0mVyE,=-80mV).



Material y méfodos

registro (figura 20), conteniendo la solucion test y colocadas a 1-2 pm de la célula, a las
que se aplicaba presion positiva en el momento que indican las barras en los registros.
En los periodos entre aplicaciones, la pipeta estuvo sometida a ligera presion negativa

para evitar cualquier fuga de droga.

2.4.6. Adqusicion y analisis

La adquisicion de los registros de corrientes idnicas se realizé con el programa
"Adquire", escrito por H Asfolter (Instrutech). Este programa permite adquirir, mostrar
en monitor y almacenar datos (a través de un convertidor analégico-digital) mientras
envia un estimulo (mediante un convertidor digital-analégico) en modo de pulso
cuadrado, de rampa o continuo. Con este programa se generaron macros para aplicar
distintas secuencias de pulsos con mayor rapidez y comodidad. La frecuencia de
muestreo se seleccioné entre 10-100 ps.

En modo de pulso se empled el protocolo P/4. En este protocolo cada secuencia
de pulsos es seguida por una serie de cuatro copias de esta secuencia, divididas por un
factor de cuatro, y fijadas a un potencial de membrana lo suficientemente negativo como
para que no se activen conductancias dependientes de voltaje. Las respuestas de estos
pulsos son sumadas y almacenadas con la respuesta del pulso principal, y son usados
para la sustraccion de los componentes lineales (capacitativos y resistivos).

Para el registro de corrientes activadas por ligando se aplicaron rampas de
voltaje con el objeto de monitorizar la corriente a dos potenciales diferentes (p.e., a Ex
= -80 mVy E, =0 mV, Figura 21). También se usé en registros de canal Gnico para
confeccionar curvas corriente voltaje y determinar potenciales de inversion de corriente.

El modo continuo se empleé para el registro de corrientes idnicas totales
activadas por ligando y corrientes unitarias a través de canales ionicos individuales a un

potencial de membrana.
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Otro programa, "Review" (Instrutech), se utilizé para el andlisis de corrientes
totales activadas por voltaje en modo pulso (ajuste exponencial de las corrientes de cola,
confeccién de curvas corriente-voltaje, etc).

En registros de canal Unico, la adquisicion se hizo a una frecuencia de muestreo
entre 10 y 100 KHz. El filtro del amplificador de "patch-clamp” se seleccion6 a una
frecuencia de corte de 3 KHz (filtro Bessel de 3 polos) y la sefial se almacen6 en cinta
de video tras ser procesada digitalmente por la tarjeta de PCM, asi filtrada. A veces, para
evidenciar canales de pequefia conductancia, se filtré a posteriori aun mas la sefial, a
162 KHz.

Para el andlisis de corrientes unitarias se utilizé el programa TAC comercializado
por Instrutech y descendiente del programa THAC (Thereshold Analysis of Continuos
single channel record, descrito en Single Channel Recording, Sigworth,1983). Permitié
filtrar digitalmente la corriente, construir histogramas de duracién y amplitud, y el ajuste

de los mismos a distintas distribuciones.

2,5. REGISTROS POTENCIAL DE MEMBRANA

2.5.1. Perforacion con nistatina

En los registros de fijacion de corriente se utilizé la modalidad de parche
perforado con nistatina, con objeto de evitar la completa dilisis del medio intracelular
(Horn y Marty, 1988; Korn y Horn, 1989). Asi mismo, también se utiliz6 en algunos
registros de fijacion de voltaje.

Toda la manipulacién de la nistatina (Sigma) se realiz6 preservandola de la luz,
ya que es fotosensible. Se preparé una solucidn de 5 mg nistatina en 20 yl de

dimetilsulféxido (DMSO, Sigma). A un volumen de 1 ml de solucién interna en un
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eppendorf introducido en un bafio de ultrasonidos a un nivel de inmersién en el que la
solucién interna tenia aspecto de agua hirviendo, se le anadié 1 ul de solucién de
nistatina en DMSO para conseguir Qna concentracion final 250 pg/ml de nistatina y 1 %o
de DMSO y se mantuvo sonicando durante 1 6 2 minutos hasta su completa disolucion.
Esta soluciéon se repartid en alicuotas (100-200 pl por eppendorf) las cuales se
preservaron de la luz y se almacenaron a -20 °C, empleandose en el término de dos
semanas, al cabo de las cuales fueron desechadas. La solucién de nistatina en DMSO
se mantuvo también preservada de la luz y almacenadas a -20° C, hasta un maximo de

un mes.

2.5.2. Registro del potencial de membrana en fijacion de corriente

Descongelada una alicuota de solucion interna con nistatina, se mantuvo en frio
(4 °C) y en oscuridad por un periodo maximo de dos horas, al cabo de las cuales se
desechd. La punta de la micropipeté se llend por capilaridad, sumergiéndoia en solucion
interna libre de nistatina. A continuacion, se rellen6 por detrds con la solucién con
nistatina, y se procedié rapidamente a realizar el sello de membrana, para evitar que la
nistatina difundiera a la célula antes de haberlo conseguido, e impidiera su consecucion.

Una vez hecho el sello se esperd pocos minutos hasta que la resistencia en serie
fuera < 30 MQ, momento en el que se empez a registrar. A veces la perforacién fue tan
rapida y completa que parecia tratarse de una modalidad de célula completa tradicional.
No obstante,cuando la nistatina difundia al interior de la célula, ésta se perforaba,
apareciendo una importante corriente de fuga. Por tanto, mientras la resistencia de la
membrana se mantuvo alta se considerd que se trataba de un parche perforado con
nistatina en vez de la configuracion clasica de célula completa.

Estando ya en la modalidad de parche perforado con nistatina de la técnica de

"patch-clamp", se seleccioné en el amplificador la configuracién de fijacién de corriente.

69



Material y métodos

Asi, el potencial de membrana se pudo monitorizar tomando como salida la de voltaje
del amplificador, simultaneamente se podia leer el valor, en mV, del potencial en los
digitos de la pantalla de cristal liquido del amplificador.

Para inyectar corriente a la célula se selecciond la opcidn de "fijaciéon de corriente
+ corriente impuesta", y se aplicé en el terminal de entrada de estimulos un potencial con
una ganancia de 1TmV/pA. Ademas, se pudo inyectar cqrriente con el potencidémetro de

potencial del amplificador, a este mismo factor conversién de 1 mV/pA.

2.6 REGISTRO DE LA CAPACIDAD ELECTRICA DE LA MEMBRANA

La corriente total a través de un circuito RC en paralelo es la resultante de la
suma algebraica de la corriente resistiva (a) y capacitativa (b), estando 90° fuera de fase
una con respecto a otra. Esto permite que la corriente total resultante () pueda ser
representada como el vector suma de dos vectores ortogonales (a y b), o que en el plano
complejo el vector | quede definido por dos parametros: un médulo o magnitud (|I{), y un

argumento o angulo de fase (a) con respecto al eje real (Figura 22 B).

2.6.1. Deteccion de fase

Para separar la corriente capacitativa de la corriente total (capacitativa y resistiva)
que fluye a través de la membrana de una célula sometida a fijacién de voltaje mediante
la técnica de patch-clamp, se empleé el método de la deteccién de fase con un detector
digital (Joshi y Fernandez, 1988).

El detector de fase operd multiplicando la corriente total, I, por una funcién seno,
por un lado, sen(wt), y por una funcién coseno, por otro, cos(wt). El producto del

componente resistivo, V/R sen(wt), por la funcién sen(wt) es nulo, quedando sélo el
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componete capacitativo de la corriente. Similarmente, cuando se multiplicé la corriente
capacitativa, C cos(wt), por la funcién cos(wt), el componente capacitativo se anuld,
aislando asi la corriente resistiva. Asi es como el detector de fase descompuso la
corriente total en dos ondas, una proporcional al componente real o resistivo, | cos(wt),

y otra al imaginario o capacitativo, | sen(wt) de la corriente (figura 22 C).

2.6.1.1. Simulacidn de la medida de la capacidad eléctrica con
el método de la deteccidn de fase

En la figura 22 se ilustra una simulacién de la medicién, mediante el método de
deteccion de fase, de la corriente capacitativa de una célula sometida a fijacién de
voitaje, con la técnica de "patch-clamp”.

Se considerd un circuito eléctrico equivalente de membrana cuyos valores de
capacidad de membrana (C,), de resistencia de membrana (R,) y de resistencia de
acceso en serie (R) fueron de 5.6 pF, 1GQ, y 5 MQ, respectivamente. A este circuito se
le impuso una sinusoide de voltaje (V) de 27 mV de amplitud (54 mV de pico a pico) y
833 Hz de frecuencia. La corriente total resultante era una corriente sinusoidal | de la
misma frecuencia, y 838 pA de amplitud, desfasada de V un angulo o de 79.7° (Figura
22 A).

Las respectivas integrales de estas ondas producto dieron dos valores: el
primero, a, proporcional a la admitancia real y el segundo, b, a la imaginaria, y a partir
de las cuales se pudo calcular a, de tal modo proyeccidn sobre el eje real e imaginario
informara sobre el componente resistivo y capacitativo de la corriente, respectivamente

(Figura 22 D).

f ! cos(wf)
f I sen(wf)

(6)

o - arctan
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Figura 22. Simulacién de la medicién de los cambios de capacidad con un detector de fase
digital de una célula sometida a fijacion de voltaje mediante la técnica de patch-clamp. Los
valores de capacidad de membrana (C,), de resistencia de membrana (R,) y de resistencia
de acceso en serie (R) fueron de 5.6 pF, 1G(), y 5 MQ), respectivamente. A. La célula fue
sometida a una sinusoide de voltaje (V) de 27 mV de amplitud y 833 Hz de frecuencia,
resultando una corriente sinusoidal |1 de la misma frecuencia, y 838 pA de amplitud,
desfasada de V un angulo o de 79.7°. B. La corriente resultante (I) se representa en el
plano complejo como un vector, definido por dos parametros: una magnitud (}1}), y un
angulo de fase () con respecto al eje real -V-. C. El detector de fase operd multiplicando
la corriente | por una funcién seno por un lado y por una funcién coseno por otro,
descomponiéndo la corriente en dos ondas proporcionales al componente real (Re) e
imaginario (Im) de la corriente, respectivamente. D. Las respectivas integrales de estas
ondas producto dieron dos valores: el primero, a, proporcional a la admitancia real (Re[AY])
y el segundo, b, a laimaginaria Im[AY]), y a partir de las cuales se pudo calcular a (B). E.
Fue critico para las medidas de capacidad con el detector de fase determinar el angulo de
fase de Al,, 8. Se cancel6 C,, y R, con el circuito de cancelacién del amplificador de patch-
clamp. A continuacién, se aplic6 un Alg,, de 1 MQ que produjo una corriente resistiva pura
con un desfase de 8-90 con respecto a la fase de referencia (wt), lo que permitié identificar
8. Como sefial de calibracién de la capacidad se generé un Al (modificando 100 fF el
circuito de compensacién de la capacidad) que proporcioné una corriente capacitativa pura,
cuyo mddulo coincidia con su proyeccion sobre el eje imaginario cuando la fase del
detector era 6. F. Reprensentacion en el plano complejo de los vectores Al y Al,, antes
de ajustar de fase del detector (wt) a .
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2.6.1.2. Ajuste de fase

Al variar cualquiera de los parametros del circuito equivalente de membrana (R,
R, 6 C,) se produce una modificacién del argumento o, de modo que las proyeciones
ortogonales de la corriente total sobre los ejes reales e imaginario no coinciden
totalmente con los componentes resistivos y capacitativos de la misma,
respectivamente. Por ejemlo, un incremento de la Rg de acceso a la célula (Al;,,) va a
producir una modificacién de la fase de la corriente total (6-90°), de modo que proyeccién
ortogonal de la corriente sobre el eje imaginario va a variar sin que ésto signifique que

ha habido un cambio de la capacidad de la célula.

Im(AlL)

f- 90° - arctan —=
Re(Al)

)

Por ello, fue critico para las medidas de capacidad con el detector de fase
determinar el nuevo angulo de fase que un Al 6 un Al,, producia con respecto a la fase
de referencia (wt). El procedimiento utilizado consistié (Neher y Marty, 1982, Joshi y
Fernandez, 1988) en cancelar la impedancia de la célula (estrictamente C, y R,) con el
circuito de cancelacion del amplificador de patch-clamp, con lo que la corriente resultanté
era anulada. Entonces, se aplico un Alg,, (variando 1 MQ el circuito de compensacién de
la resistencia en serie) que produjo una corriente resistiva pura con un desfase de 6-90°
con respecto a la fase de referencia (wt), lo que permitié identificar 6 (Figura 22 F).

El detector de fase digital hace uso a continuacién de 8 para generar nuevas
funciones seno y coseno en fase con la nueva corriente resultante.

2.6.2. Adquisicion y registro

El equipo empleado para el registro de la capacidad eléctrica de membrana se
esquematiza en la Figura 23. El detector de fase digital (Joshi y Fernandez, 1988), asi

como, el programa de adquisicion y analisis empleado en medidas de capacidad fueron
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escritos en lenguaje de programacién C por el Profesor Alvarez de Toledo. La sinusoide
de potencial que se aplicé a la entrada del amplificador de "patch-clamp" (V comando)
tuvo una frecuencia de 833 Hz y una amplitud pico a pico de 54 mV. La corriente
registrada se midié a dos angulos, 8y 8-90°, respecto de la fase del potencial sinusoidal
(wt), que se tomé de referencia, tal que, la parte real de la admitancia celular reflejara
sélo los cambios resistivos mientras la parte imaginaria sélo los capacitativos. La
adquisicion fue realizada a una velocidad muestreo de 1 punto/10 ms. En la figura 23 se
muestra un esquema del dispositivo experimental para el registro de la capacidad

eléctrica de Ja célula.

2.6.2.1. Calibracién de la capacidad y ajuste de fase automético
("Phase Tracking")

Una vez ajustada la fase del detector a 8, como sefial de calibracion de la
capacidad se generé un Alg,, (modificando 100 fF el circuito de compensacion de la
capacidad) que proporciond una corriente capacitativa pura, cuyo moédulo coincidia con
Su proyeccion sobre el eje imaginario (figura 1 E).

La fase 0 fue periédicamente ajusfada mediante la técnica de "Phase tracking”
(Fidler y Fernandez, 1989). Colocando cada cierto tiempo y momentaneamente una
resistencia de 1 MQ en serie con la célula, entre el bafio y tierré; lo que produjo un
incremento de corriente resistiva, cuyo vector en el plano complejo permitié calcular de

nuevo el angulo 6-90° .

2.6.2.2. Pipetas de registro
En medidas de capacidad eléctrica de membrana, se cubrié la pipeta con un
elastémero de silicona (Sylgard 184, Dow Corning Corp., EE.UU.) con el fin de reducir

aun mas el ruido por conduccién dieléctrica del vidrio. La resina precurada (semiliquida)
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Material y métodos

era aplicada sobre los Ultimos milimetros de la punta, dejando los ditimos micrémetros

libres, y con la aplicacién de un flujo de aire caliente se terminaba de curar en pocos

minutos.

2.7 DETECCION ELECTROQUIMICA DE INDOLAMINAS

Las técnicas amperométricas y voltamétricasEstas técnicas permiten la deteccién
de indolaminas y catecolaminas entre otras, por métodos electroquimicos. Como
electrodo se utilizé una fibra de grafito (ver méas adelante) conectada a un convertidor
I’V y sometida a una diferencia de potencial (Figura 24). La oxireduccién de una

sustancia produjo una corriente faradica.

2.7.1. Fabricacion de electrodos

Se empleé una fibra de carbén de 8 um de didmetro (cortesia del Prof. Alvarez
de Toledo). Se fabricaron dos tipos de electrodos: uno en el que la fibra se recubrié con
vidrio (Millar y Willians, 1990; Alvarez de Toledo, Fenandez-Chacén y Fernandez, 1993)
y otro con polietileno (Chow, von Riiden y Neher, 1992).

En el primer caso,’ el electrodo se fabricé introduciendo la fibra de carbén en un
capilar de borosilicato (Kimax 51) (Figura 25 A). El capilar se estir6 como si de un
electrodo intracelular se tratara (Figura 25 B), desenchandose los que a la inspeccién en
microscopio no tuviera el vidrio de la punta bien sellado alrededor de la fibra.

La fabricacién del otro tipo de electrodo consistia en introducir la fibra en un
capilar de polietileno (diametro intemo, 0.8 mm) y estirarlo manualmente utilizando como
fuente de calor un soldador eléctrico.

El trozo de fibra que sobresalia de la punta del capilar fue cortado bien bajo lupa
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Figura 25. Elaboracidn de electrodos para amperometria-voltametria. A. La fibra de
grafito se introdujo en un capilar de vidrio inmerso en un tubo de ensayo con
acetona, para facilitar su penetracién. B. El capilar con la fibra en su interior fue
sometido a calor y traccién en un estirador de microelectrodos. C. El trozo de fibra
que sobresalié del vidrio fue cortado mediante un arco voltaico (flecha).
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Figura 24. Esquema de la técnica de deteccién electroquimica de indolaminas y
catecolaminas .en célula tnica. La figra de grafito (~ 8 ym @) conectada a un convertidor
corriente-voltaje se sometié a un potencial equivalente al potencial redox de la sustancia a
detectar o superior (p.e., 800 mV). La aplicacién de drogas se realizd con una pipete de

registro.
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estereoscopica, mecanicamente (con hoja de bisturi), o bien bajo control microscépico
con un arco voltaico producido por una diferencia de potencial de varios miles de voltios
entre la fibra y un filamento de tungsteno (Alvarez de Toledo, comunicacién personal)
(Figura 25 C). Cortada de este Utimo modo, la fibra parecia tener una mayor
sensibilidad. El otFo extremo de fibra, previamente, habia sido unido a un hilo con:ductor
con pintura de plata,a través del que se conectaba el electrodo al‘ amplificador.

La relacién senial ruido del electrodo de polietileno fue mejor que la del vidrio dos

ordenes de magnitud, probablemente por el menor coeficiente dieléctrico del polietileno.

2.7.2. Adquisicién y registro

En la modalidad de amperometria se fijo el potencial de la fibra a un nivel
constante (600 mV u 800 mV) y se hicieron registros con una frecuencia de muestreo
entre 100 y 1000 Hz. Mientras que, en la modalidad de voltametria el electrodo se
sometié a un potencial en rampa, con lo que su resolucién temporal fue inferior (< 10
Hz) pero que permitié la discriminacion e identificacion de distintas sustancias redox en
el medio, a partir de su perfil corriente-voltaje.

Las mediciones voltamétricas y amperométricas se realizaron con un amplificador
de "patch-clamp" utilizando un ordenador Atari conectado con una interfase Instrutech
para generar protocolos de voltaje y para la conversioén analdgico-digital de la sefal, que
fueron almacenados en video VHS a través de un procesador PCM.

En modo voltamétrico se generaron rampas de voltaje tal como se muestra en
la Figura 26. los componentes lineales de la corriente registrada se substrajeron del

componente faradico.
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Figura 26. Al aplicar una rampa de potencial a un electrodo de fibra de carbono inmerso en
el bafio de la camarita de registro, se produjeron unos fransientes lineales (capacitativos y
resistivos) que fueron cancelados mediante substraccién digital con el programa "adquire”
de Atari. .
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Resultados

3.1. LA SENAL DE Ca® INDUCIDA POR NA

3.1.1. NA induce incrementos de la [Ca?"]; con un curso temporal bimodal

La aplicacién extracelular de NA indujo modificaciones transitorias de los niveles
basales del calcio citosdlico libre en la célula pineal.

En la Figura 27, se ilustra un ejemplo del efecto de la NA en la [Ca®), basal,
medido en una dnica célula. Desde una [Ca®']; en reposo de 35 nM, y tras una latencia
de 15 s del comienzo de la aplicacién, los niveles de Ca® citosélico aumentaron
rapidamente (5.2 s) hasta alcanzar un valor maximo de 220 nM, decreciendo también
de forma rapida. No obstante, antes de retornar a los niveles basales de nuevo, se
produjo una segunda elevacién transitoria del Ca®* citosélico de mas de 5 minutos de
duracién (figura 27 A).

En ésta célula (figura 27 A), después del A[Ca?"], inducido por NA en solucién
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Figura 27. Modificaciones en la [Ca*], tras la aplicacion externa de NA (4 uM) a una
céluia. A. Registro en presencia (2.5 mM) y ausencia de Ca® extracelular (0 Ca®). B.
Separacion de los componentes del transitorio de Ca* registrado en presencia de

Ca%externo
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control se cambié la solucién a una de 0 Ca* y tras un intervalo de 40 s, se dio un
segundo pulso de NA que indujo también, después de una latencia de 15 s, un aumento
rapido de la [Ca®], que alcanzé un valor maximo de 205 nM, seguido de un segundo
transitorio rapido de menor amplitud que el primero, antes de volver a los niveles
basales. Tras la vuelta a la solucién control, generalmente se produjo un incremento de
Ca?; por la entrada de Ca? desde el medio externo (véase mas adelante).

Asi pues, en solucion de 0 Ca* (solucion sin calcio afiadido, con o sin EGTA, 1
mM), no se observaron elevaciones del Ca?' citosélico lentas y mantenidas en meseta,
mientras que, en solucién control, el curso temporal de la elevacién de la [Ca®']; inducida
por NA fue bimodal. Un primer A[Ca®], en espiga seguido de un segundo en meseta. En
la figura 27 B se muestra la meseta de la sefial de calcio tras la substracciéon de la

espiga a la sefial en presencia de Ca®* que se muestra en A.

3.1.2. El incremento de la [Ca?]; estd mediado por receptores adrenérgicos

ay

La estimulacion de las células pineales con fenilefrina (PE), un agonista selectivo
de los receptores adrenérgicos o, indujo incrementos de la [Ca®'], de caracteristicas
similares a los inducidos por NA. Tras una latencia del comienzo de la aplicacién, se
produjo una elevacion y descenso rapidos del Ca®* citosélico, en espiga, seguidos de una
elevacién mas lenta de los niveles, en meseta (Figura 28). Sin embargo, la aplicacién
simultanea de PE con prazosin (1 uM), un antagonista especifico de los receptores «;,
no tuvo efecto sobre la [Ca%], (n=4).

Por otro lado, la presencia en el bafio de un antagonista B adrenérgico,
propanolol (5 uM), no impidié que la aplicacién de NA indujera incrementos de la [Ca?"],
(figura 28). En el registro que aparece en la figura 28, PE y NA indujeron en la misma

célula transitorios en espiga de distinta amplitud y con distintos tiempos de subida. Sin

83



il WMWWMWW

PE NA

propranolol 2 min

100 nM

Figura 28. El incremento de la [Ca®"), inducido por NA esta mediado por la activacién
de receptores o-adrenérgicos.Un primer pulso de PE (4 uM) de 45 s de duracién, tras
una latencia de ~ 16 s, produjo una elevacion rapida (~ 7,5 s) del Ca* citosdlico desde
un valor basal de 25 nM hasta uno final de 135 nM, seguida de una meseta de ~ 3 min
de duracién. Posteriormente, se expuso la célula a una solucién con propanolol (5
pM), y al cabo de 4 min se aplicé NA, 4 pM durante 1 min. Tras una latencia de ~ 15
s se produjo otro transitorio rapido (~ 3,8 s) que alcanz6 un valor de 230 nM, seguido
por una meseta de unos 5 min de duracién.
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embargo, la amplitud promedio de los transitorios de Ca** obtenidos con NA, 2 uM, fue
de 209+55 nM (mediate.e.m., n = 5), muy similar a la obtenida con 2 uM de PE (Tabla
V). No obstante, en éste trabajo no se ha comparado la potencia relativa de estos
agonistas para otras concentraciones.

Cuando se emplearon concentraciones altas de isoproterenol (> 10 uM), agonista
de los receptores B-adrenérgicos que incrementa los niveles de AMPc, se produjeron
elevaciones de la [Ca®'}; de distintas amplitudes y que fueron abolidos en presencia de
prazosin (1 uM). No obstante, concentraciones inferiores de isoproterenol (< 1 uM) no
produjeron modificaciones de los niveles de Ca?®" citosélicos (n=7). Por otro lado, la
aplicacion de un analogo de AMPc permeable a través de las membranas (dibutiril
adenosin 3":5-monofosfato ciclico, 1 mM) no tuvo efecto sobre la [Ca®']; (n=3). Estos
datos sugieren, por tanto, que el aumento de la [Ca®']; inducido por la aplicacién de NA

se produce exclusivamente a través de Ia activacion de los receptores a,-adrenérgicos.

3.1.3. Curva dosis-respuesta ([PE]-[Ca*],)

En la Figura 29 se muestra una curva dosis-respuesta obtenidas en un total de
83 células, en la que se representan las amplitudes de los A[Ca®], durante la fase de
espiga de la respuesta, tras la estimulacién con distintas [PE] (0.5, 1, 2, 5y 10 uM). El
rango dinamico de concentraciones donde se obtuvo respuesta gradual fue muy
estrecho: ~ 0.5-2 yM. Concentraciones menores de 0.5 uM fallaban con frecuencia en
inducir transitorios de Ca® mientras que [PE] mayores de 2 uM prodﬁcian A[Ca*),
préximos a niveles maximos.

Los valores de amplitudes de los A[Ca®']; obtenidos experimentalmente para
distintas concentraciones se ajustaron satisfactoriamente a una funcién de Michaelis-

Menten del tipo
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21 _1Cca? [PE]
[Ca®], - [Ca®] PEL.K, (8)

donde [Ca®}; .., representa la amplitud promedio de las espigas a concentraciones
saturantes de PE, y K,, 1a [PE] a la que se alcanz6 la mitad de la amplitud maxima. Los
valores de [Ca®'} .., Y Ky que permitieron el mejor ajuste fueron 225 nM y 0.6 pM,
respectivamente (figura 29). La maxima pendiente de la curva estuvo comprendida entre
0.5-1 uM de PE (29+14% y 73%11% de la [Ca'] ., respectivamente). La mayor parte
de los experimentos que se presentan a continuacion se han realizado con una [PE] de
2 pM, que supone un 87.5+11% de la [Ca®']; a

El valor promedio de la amplitud de la primera espiga de Ca*" evocada por PE
2 uM en presencia de Ca* externo fue valor muy similar al obtenido en ausencia de Ca*

externo (Tabla V).

Tabla V. Amplitud de la sefial de Ca** (media +e.e.m.) inducidas por distintas concentracioens de
agonista en presencia y ausencia de Ca* externo.

Ampilitud
agonista concentraciéon (M) control 0 ca*
PE 2 195.8+25.3 (n=33) 191.3+31.6 (n=23)
NA 2 209155 (n=5) -
ACh 50 375147 (n=25) 116.2+18 (n=37)
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Figura 29. Curva dosis respuesta de PE. Media y error estandar de las amplitudes de
los A[Ca®], para concentraciones de 0.5, 1, 2, 5, 10 yM de PE (n = 83). Los valores
experimentales mostraron convergencia con el ajuste a una cinética de Michaelis-
Menten. La amplitud maxima promedio fue ~225 nM, alcanzandose con 2 uM PE un
87.5£11% (mediate.e.m.). Los transitorios de Ca tuvieron una amplitud mitad de la
maxima a una [PE] de 0.6 uM. La pendiente de la relacion dosis-respuesta fue
maéxima en un rango de [PE] entre 0.5 uM (29+14%) y 1 uM (731£11%)
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3.1.4. Liberacién de Ca** de reservorios intracelulares
Se analizaron, en un muestra de 20 células, el curso temporal del aumento y la
disminucion de la sefial de Ca® inducida por el agonista a,-adrenérgico (PE, 2 uM, en

solucién externa de 0 Ca*).

3.1.4.1. Cinética de liberacién de Ca**

La velocidad del A[Ca®"], o pendiente de subida del transitorio de Ca®*, A[Ca”,
(nM/s),se calculé como la diferencia entre [Ca?"], maxima y la [Ca®'}; basal dividida por
el tiempo empleado desde el inicio de la respuesta hasta alcanzar el maximo, t, (50s,. L2
velocidad del A[Ca®'], varid de célula a célula desde valores muy lentos (2.5 nM/s) a
otros varios ordenes de magnitud mayores (224.4 nM/s).

En la Figura 30 A se muestran tres transitorios de liberacion de Ca** con muy
distintas fases de subida registrados en tres células distintas. En la parte B de la figura
se representa la velocidad de A[Ca*] frente a la [Ca®], maxima en 20 células,
observandose la existencia de una relacion directa entre la pendiente de subida de la
sefial de Ca® y la concentracién maxima de Ca?" citosélico alcanzada.

Por otra parte, se estudié la cinética del decaimiento de la sefial de Ca”>* en estas
mismas 20 células. En todas los casos el decremento de la espiga de Ca*" se ajusté
satisfactoriamente a una funcion monoexponencial como se ilustra en el ejemplo de la
Figura 31 A. La constante de tiempo del decaimiento varié de célula a célula entre 4.7-
20.1 s. En células con transitorios de gran amplitud la constante de decaimiento fue
rapida, mientras que en aquellas con transitorios pequenos fue lenta. En la figura 31 B
se observa esta relacién inversa entre la amplitud de la sefial y la constante de tiempo
del decremento de calcio en el total de las células analizadas.

Las diferencias en las caracteristicas cinéticas de las espigas de Ca*
encontradas en distintas células (figuras 30-31), se deben parcialmente al empleo de
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Figura 30. Curso temporal del incremento de la sefial de Ca®, en ausencia de Ca*

externo. A. Registro de los incrementos de calcio en respuesta a la aplicacién de PE,
2 M, en tres células. En el panel izquierdo la pendiente del incremento de Ca* fue
de 4.3 nM/s. En el panel medio 58.7 nM/s, y en el de la derecha, 221,6 nM/s. B.
Relacion entre la pendiente de la sefial de Ca? y la [Ca*"], maxima alcanzada, en 20
células. Los nimeros préximos a los circulos hacen referencia a los transitorios que
se muetran en A. Los datos experimentales se ajustaron con una curva de regresion

de tercer orden (r = 0.967).
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Figura 31. Curso temporal del decremento de la sefial de Ca®tras la aplicacién de
PE, 2 UM, en ausencia de Ca* extracelular. A. Transitorio de liberacion inducido por
la aplicacion del agonista durante 15 s. La elevacién neta de la [Ca*], 194 nM, fue
rapida (A[Ca*}/t = 53.9 nM/s) y decayé de modo exponencial con una T de 10.3 s. B.
Relacion entre la amplitud de la sefial de Ca* y la constante de tiempo del
decremento en 20 células.
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distintas tiempos de incubacién con el fluoréforo (5-50 minutos), de forma que la
capacidad de tamponamiento del Ca®* pudo variar notablemente de célula a célula. Es
por ello que en la mayoria de los experimentos que se presentan a continuacién las
células se incubaron de forma regular durante 10-15 minutos, obteniéndose de ésta

forma sefiales con pendiente de subida > de 35 nM/s.

3.1.4.2, Liberaciones mdlitiples

En el 30% de las células, el ajuste exponencial del curso temporal del
decaimiento de la sefial de liberacién registrada en 0 Ca®, con o sin 1 mM EGTA
anadido, puso de manifiesto ia existencia de un segundo evento de liberacién. En la
Figura 32 A se representa la Iiberécién de Ca®" desde los almacenes intracelulares
producida por la aplicacién de PE en ausencia de Ca®* extracelular. La linea roja muestra
el ajuste exponencial de la fase de relajacién del A[Ca*]. En el panel derecho de la
figura, se muestra la misma sefial pero tras la substracciéon a la misma del ajuste
exponencial. De este modo, se puede evidenciar un segundo componente transitorio, de
menor amplitud y de activacién mas lenta que el primero, posiblemente debido a una
segunda liberacién de Ca** desde los almacenes intracelulares. En algunas células,
incluso se observaron mas de dos espigas. En la Figura 33 se ilustra una sefial de Ca*
constituida por tres eventos transitorios.

En un 15% de células, no se distinguié claramente el segundo componente hasta
ajustar el decaimiento de la sefal de Ca*" a una funcién exponencial simple (Figura 32
B), evidenciandose entonces una clara inflexion en el curso del decremento de la senial.

En el 55% de las células registradas se observé una sola espiga de liberacion.
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Figura 32. Segundo componente de la sefial de Ca®, registrada en ausencia de Ca*

extracelular tras la aplicacion de PE , 2 uM, durante 15 s. A.Transitorio de Ca
compuesto por dos espigas. La primera fue rapida (A[Ca®}/t = 221.6 nM s™") con una
amplitud neta de 665 nM y un decremento exponencial (T = 5,3 s). La amplitud de la
segunda espiga fue de 146 nM y decayé exponencialmente con una 7de 8.77 s. En
el panel de |a derecha se han separado las dos espigas mediante la substraccion al
transitorioc de Ca* del curso del decaimiento exponencial del primer evento. B.
Transitorio de liberacion registrado en otra célula. La elevacién neta de la [Ca*], 222
nM, fue rapida (A[Ca*]t = 63.4 nM/s) y decay6 de modo exponencial con una T de 8.3
s. El ajuste exponencial permitié distinguir una inflexién en el curso temporal del
decrecimiento debida probablemente a un segundo evento de liberacién.
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Figura 33. Mdltiples liberaciones de calcio inducidas por una (nica aplicacién de 2 yM
PE, en 0 Ca* externo (1 EGTA). Sefial de liberacién formada por tres eventos
transitorios solapados en el tiempo, registrada en otra célula. La aplicacién del
agonista (50 s) indujo una elevacion subita (t, 44 ~ 2,4 S) de los niveles de la [Ca*],
que llegé a 594 nM y posteriormente decay6 exponencialmente con una T de 4,7 s, los
niveles volvieron a incrementarse por segunda vez y tercera vez hasta 283 nM y
239nM, respectivamente para por ultimo decaer con un curso monoexponencial (T ~
7,4 s)y alcanzar los valores basales de nuevo (~ 56 nM).
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3.1.4.3. Duracién de Ia liberacién

En ausencia de Ca®* extracelular, la duracién de la sefial de Ca® en funcién de
la duracion de la aplicacion del agonista (PE, 2 uM) se analizé en un grupo de 11 células
donde el incremento de Ca** fue > 35 nM/s. Con aplicaciones muy cortas, 10-15 s, la
duracién de la liberacién de Ca® fue de 30-35 s, mientras que con aplicaciones
prolongadas, 60 s, los transitorios duraron cerca de 80 s (Figura 34). En general, la
duracién del incremento de Ca* fue 10-20 s superior al tiempo de aplicacién, incluso en
células donde la aplicacion fue extremadamente prolongada. Por ejemplo, en una célula
donde la aplicacion fue de 255 s, la sefial de Ca** dur6 265 s (no se muestra en la
figura).

La duracion de la primera liberacién de calcio, medida en la mitad de la amplitud
maxima del transitorio (ancho,,,), fue menor a mayor amplitud de la respuesta (Figura
35). Asi mismo, las células en las que la amplitud de la liberacion fue mayor de ~ 250 nM
presentaron un claro segundo evento de liberacion (figura 35 B, circulos blancos). Por
debajo de este valor, no se detecté un segundo A[Ca®]; (figura 35 B, circulos negros).
La amplitud media de las respuestas con un segundo componente fue 399+68.7
(mediate.e.m., n=6) mientras que con un Gnico componente fue 150£18.1, (n=18). En
el primer caso, el ancho,, fue 5.5+0.35 s (mediate.e.m.), mientras que en el segundo
14.9+1.77 s.

Por tanto, el aumento de la duracién del A[Ca®'] con el tiempo de aplicacién del
agonista se produjo fundamentalmente a expensas de la aparicion de una segunda
espiga, puesto que la espiga inicial permanecié relativamente constante en duracién

(figura 35 A).
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Figura 34.En ausencia de Ca? extracelular, la duracién de la sefial de Ca* aumenta
con la duracién de la aplicacién del agonista (PE, 2 pM). A. Registro de los transientes
de liberacién de calcio en tres células en las que se aplicé el agonista durante 10, 30
y 60 s (panel izquierdo, central y derecho, respectivamente). La duraci6n total de la
sefal de calcio fue 30, 46 y 80 s, respectivamente. B. Relaci6n entre la duracién de
la aplicacién y la duracién del transitorio de liberacién de Ca* en 11 células en las que
las sefiales de Ca® tuvieron una pendiente de subida > 35 nM/s. Los datos mostraron
buena correlacién lineal (r = 0.884). Los niimeros préximos a los circulos hacen
referencia a los transitorios de calcio representados en A.
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Figura 35. Los transitorios de Ca* de » 250 nM fueron, generalmente, mdltiples. A.
Incrementos de la [Ca®),de distintas amplitudes (108, 194 y 378 nM, respectivamente)
y ancho,, (20.8, 9.8, y 5.9 s, respectivamente) obtenidos en tres células tras la
aplicacién de PE (2 uM). B. Relacion entre la amplitud de la fiberacion de Ca** y el
ancho,, en 24 células. Los transitorios donde se distinguieron con nitidez varios
eventos de liberacién se representan con circulos blancos. Los nimeros adyacentes

a los simbolos se refieren a los transitorios respectivos en A.
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3.1.5. Duracién de la entrada de Ca”

La duracién del transitorio de Ca®" en presencia de Ca** externo aumento
progresivamente en duracion con aplicaciones prolongadas de PE. En la Figura 36 A se
muestran los registros de la concentracién de Ca®* citosdlico de 3 células en las que la
aplicacién de PE duré 10, 30 y 60 s, respectivamente. Aplicaciones breves, 10 s,
indujeron respuestas de una duracion ligeramente mayor que la obtenida en 0 Ca*,
mientras que aplicaciones relativamente prolongadas, 60 s, produjeron respuestas
proporcionalmente mas duraderas, unas 3 veces la duracién de la sefal obtenida en
ausencia de Ca* externo, en parte debida a la lentitud de la fase de bajada de la meseta
(1 64-78 s para aplicaciones de 30-60 s, respectivamente). Por tanto, el aumento en la
duracién de la respuesta dependié fundamentalmente del aumento de la duracién de la
entrada de Ca** desde el medio externo, fase de meseta. En la figura 36 B se representa

esta relacién en 18 células.

3.2. LA SENAL DE Ca* INDUCIDA POR ACh

3.2.1 ACh induce incrementos de la [Ca®]; con un curso temporal unimodal

La aplicacién extracelular de ACh indujo un aumento transitorio de los niveles de
calcio libre citosélico con un curso temporal, generalmente, unimodal.

En la Figura 37 A se ilustra el curso temporal de dos transitorios de Ca
inducidos por dos aplicaciones consecutivas de ACh. Ambos, tras una latencia similar
desde la aplicacion del agonista (~ 7 s), se desarrollaron con una cinética relativamente
rapida (28 nM/s y 24 nM/s, respectivamente) y alcanzaron un maximo de [Ca®'], desde
donde decrecieron con un curso monotdnico que se ajusté satisfactoriamente a una

funcién monoexponencial (1: 13.8 s y 12.3 s, respectivamente).
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Figura 36. Relacién entre la duracién del transitoro de Ca® y la duracién de la
aplicacion del agonista (PE, 2 uM), en presencia de Ca** extracelular. A. Registros de
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Representacion de la relacién entre la duracién de la aplicacién del agonista y la
duracién del transitorio de Ca* en 18 células. La linea continua representa el ajuste
lineal de los datos (r =0.948).
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Asi, en contraste con la elevacion de la [Ca®"), inducida por NA, en las células
pineales, la inducida por ACh fue unimodal con un decremento monoténico

caracteristico.

3.2.2. Liberacién de Ca? de almacenes intracelulares y entrada de Ca*

desde el medio extracelular

En ausencia de calcio extracelular, la aplicacion de ACh produjo una elevacién
transitoria de los niveles de calcio citosélicos con un curso temporal similar al que se
indujo con ACh en solucién control pero de menor amplitud. En la figura 37 B se muestra
una sefial de liberacién de Ca?* inducida con ACh, 50 uM en solucién de 0 Ca*". Tras una
latencia de ~ 7 s la aplicacién de ACh, indujo un incremento del Ca* citosélico con una
pendiente de 63 nM/s hasta un nivel maximo desde donde decrecié exponencialmente
con una T de 9 s. El promedio de las amplitudes de los transitorios de Ca** obtenidos en
0 Ca*, representé sélo una tercera parte del promedio de amplitudes registradas en
solucién control (Tabla V). Por tanto, aparte de la sefial de Ca* inducida por ACh en

solucién control se debi6 a liberacién de Ca** de reservorios intracelulares.

3.2.3. El incremento de la [Ca®], estd mediado por receptores muscarinicos
La aplicacién extracelular de CCh a una célula, agonista muscarinico, indujo
transitorios de Ca®" de caracteristicas similares a los observados con ACh como se
muestra en la Figura 38 (n=14). El incremento de Ca® inducido por ACh se bloqueé
cuando 2-3 minutos antes de aplicar ACh se expuso la célula a una solucion con atropina

(10 UM, n=3).
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Figura 37. ACh induce A[Ca®], con un curso temporal unimodal. A. Una primera
aplicacion de ACh, 20 uM durante 10 s, tras una latencia de ~ 7 s indujo un incremento
del Ca* citosdlico de 190 nM con una pendiente de 28 nM/s, que decayd de forma
exponencial. Una segunda idéntica aplicacién provocé tras una latencia de ~ 7 s un
A[Ca*},de 165 nM con una pendiente de 24 nM/s que decrecié monoténicamente. B.
En otra célula, un pulso de ACh , 50 pM durante 10 s, indujo con una latenciade ~ 7
s un A[Ca*]; de 110 nM con una pendiente de 63 nM/s y cuyo decremento se ajusté
a una funcién exponencial satisfactoriamente.



Resultados

3.2.4. Relacién [ACh]-[Ca®"]

La amplitud de la respuesta de Ca®* fue proporcional a la [ACh], como se
observa en figura 38. En la parte A de la figura, se representan los A[Ca”']; inducidos en
5 células tras la aplicacion de ACh, 2, 20, 50, y 250 uM. Las amplitudes de los
transitorios en estas células fueron 10, 285, 350, 440y 730 nM, respectivamente.

La curva dosis-respuesta se confecciond con las amplitudes méaximas de las
sefiales de Ca2+ obtenidas a distintas concentraciones de ACh en un total de 66 células
(figura 38, B). El rango de concentraciones en el que se obtuvo respuestas submaximas
fue muy amplio, desde 2-250 uM. Se alcanzé la saturacién a concentraciones de ACh
> 500 pm. Los A[Ca*}; inducidos por ACh alcanzaron un nivel maximo en torno a los 800
nM ([Ca®']; ..0)- La concentracién de ACh con la que se brodujo un incremento de la
[Ca®], mitad del inducido con una [ACh] saturante (K, ), fue de ~ 59 uM de ACh (Figura
38 B). La curva dosis respuesta para la ACh se ajusté satisfactoriamente a una funcion

de Michaelis-Menten.

21 1oz IACH]
(Ca), - [Ca™] i (©)

La eficacia relativa de los agonistas muscarinicos en inducir aumentos de la
[Ca®"], fue considerablemente mayor que la de los adrénergicos: [ACh] saturantes
mediaron incrementos que alcanzaron una [Ca®'], maxima 4 veces superior a la que

mediaron {PE] saturantes (figuras 29 y 38 B).

3.2.5. Cinética de liberacion de Ca** de almacenes intracelulares

En solucién de 0 Ca®, con o sin 1 mM EGTA, ACh indujo incrementos de la
[Ca®]; con un curso temporal unimodal o multimodal. En las sefiales de liberacion de

Ca®" que presentaron dos maximos de [Ca®']; (Figura 39 A) o una inflexién en la cinética
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de agonistas colinérgicos. A. A[Ca*]; a las concentraciones especificadas (en uM) de
ACh en 5 células. B. Curva dosis respuesta para ACh en un total de 66 células. Los
valores obtenidos se ajustaron a una funcién de Michaelis-Menten ([Ca®],,, ~ 800 nM,
Ky ~ 59 uM). C. Incremento de la [Ca?]; inducido por la aplicacién de CCh (500 uM)
en otra célula.
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de decrecimiento de la [Ca?], la substraccion del curso exponencial del decaimiento del
transitorio de liberacion de Ca* a la seial de Ca®* puso de manifiesto la existencia de
mas de un evento de liberacion de Ca*" (figura 39 B).

Generalmente los transitorios de liberacién compuestos estuvieron constituidos
por dos eventos de liberacion, no obstante, una aplicacién de ACh pudo inducir mas de
dos. En la figura 39 C se ilustra una respuesta de Ca®* inducida por una aplicacién de
ACh que estuvo constituida por varios eventos de liberacion. v

De un total de 17 células en las que se indujo sefial de liberacién de Ca* con
ACh, 50 uM en solucion de 0 Ca?, en el 59% de los casos (10 células) la liberacién fue
compuesta y en el resto simple. La amplitud promedio de la sefial de Ca*" cuando los
transitorios de liberacion fueron multiples fue 238 + 38 (media £ e.e.m.), mayor que en
aquellos que no, 154 + 58. No obstante, esta diferencia observada no tuvo significacién

estadistica (test de la t de Student, p>0.22)

3.3 LIBERACION SELECTIVA DE Ca®* DE ALMACENES INTRACELULARES

3.3.1. Relleno de los almacenes de Ca®* y recuperacién de la liberacién de

Ca2+

Cuando una célula respondié satisfactoriamente a una o mas aplicaciones de
ACh en solucién control, la sefial de Ca®* debida a liberacion de reservorios intracelulares
inducida por ACh, en solucién de 0 Ca*, fue con frecuencia muy pequefia (Figura 40,
flechas). Sin embargo, una aplicaciéon subsecuente de NA generalmente indujo una

potente respuesta de liberacién de Ca?*, la cual también desaparecié después de una

0 mas exposiciones a NA (figura 40).
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Figura 39. Mltiples eventos de liberacién de Ca** de almacenes intracelulares
inducidos por ACh (50 uM) en ausencia de Ca? externo. A. Transitorio de liberacion
de Ca?" inducido por una aplicacién de ACh, compuesto por dos eventos de liberacion.
La cinética de liberacién del primer evento fue rapida, 59 nM/s, para alcanzar una [Ca**
] max de ~ 490 nM y decaer exponencialmente con una T de 5.9 s. En el panel de la
derecha se muestra la separacion de los dos eventos de liberacién representados a
la izquierda, mediante substraccion al transitorio de Ca?* del curso del decaimiento
exponencial del primer evento de liberacion. La cinética de liberacién del segundo
evento fue mas lenta, 27 nM/s. El decrecimiento de la segunda sefial de Ca®* siguiod
un curso exponencial con una T de 9,6 s. B. Multiples liberaciones de Ca? inducidas
por una Unica aplicacién de ACh, 50 uM durante 20 s.
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Tras retornar a solucion extracelular con Ca*, se registré una sefial de Ca* de
gran amplitud, probablemente en respuesta a una sefal intracelular liberada por los
almacenes vacios (Putney, 1986; Putney y Bird, 1993; Radriamanpita y Tsien, 1993;
Parek, Terlau y Stiihmer, 1993). Posteriormente, una aplicacién ulterior de agonista en
solucién de 0 Ca®, generalmente produjo liberacién de Ca®*, siendo suficiente la entrada
de Ca? del medio extracelular para recuperar la sefial de liberacién de Ca®* inducida por

el agonista.

3.3.2. Vaciamiento no reciproco de los reservorios intracelulares
Para investigar si la liberacion de Ca® resultante de la activacién de los
receptores muscarinicos es afectada por la liberacién previa de Ca** mediada por
receptores o,-adrenérgicos, y viceversa, se estudi6 las caracteristicas de la libe}racién
de Ca” en respuesta a multiple exposiciones de cada agonista. Los experimentos se
realizaron en ausencia de Ca®" externo con sucesivas aplicaciones de ACh (o CCh) y NA
(o PE).

La Figura 41 A ilustra los transitorios de Ca*" obtenidos en una célula durante tres
aplicaciones sucesivas de ACh seguidas por dos pulsos de PE. Las amplitudes de Ié
sefial de liberacién de Ca®, en respuesta a pulsos periédicos de ACh, disminuyeron
gradualmente. Aplicaciones subsiguientes de PE indujeron nuevos picos de Ca** los
cuales también se extinguieron con estimulaciones repetidas. Después de retornar a
solucién extracelular con Ca*, la [Caz*]i aumenté de forma transitoria. Ulteriormente, una
nueva serie de espigas de liberacién de Ca* pudo ser inducida con aplicaciones
repetidas de PE, indicando que los almacenes habian sido rellenados. En contraste,
cuando después de varios pulsos de PE se aplicé ACh, no se indujo respuesta de
liberacién de Ca®* o ésta fue muy pequenia (figura 41 A).

Este mismo comportamiento fue observado igualmente en células que no habian
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Figura 40. Relleno de reservorios intracelulares de Ca* y recuperacién de la sefial de liberacion de Ca®* inducida por ACh y NA.
La mobilizacién de Ca?* de los almacenes de Ca® intracelulares por ACh (20 uM) y NA (4 pM) tras la depleccion de estos fue
posible después de una exposicién a solucién con Ca?. La seifial de liberacién de Ca* inducida por ACh (flechas) fue muy
pequefia en comparacién con la sefial de Ca®" en solucién control
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sido expuestas a ACh previamente (figura 41 B). En el registro que se muestra en la
figura, la célula fue estimulada primero con tres pulsos de PE. Las primeras dos
aplicaciones de PE indujeron la liberacién de Ca** almacenado mientras que la tercera
no dio respuesta. Una Unica aplicacién posterior de ACh, sin embargo, provocd
solamente una pequena respuesta de la célula. No obstante, después del relieno de los
depésitos, ACh pudo inducir repetidamente espigas de liberacién de Ca** demostrando
que la via del receptor muscarinico era todavia operativa. Subsiguientemente, PE indujo
una espiga de Ca® del 40% de la amplitud de la original obtenida con este mismo
agonista.

Las amplitudes de las respuestas de liberacion de Ca®, normalizadas con
respecto a la amplitud de la primera espiga, con el correspondiente orden de aplicacion
de cada agonista se representa en las figuras 41 Cy D, para 15 células. El grafico de
la parte C ilustra las amplitudes de las sefiales de Ca*" cuando, consecutivamente a
varias aplicaciones de agonista muscarinico, se aplicé un agonista adrenérgico. La
extincién de la sefial de liberacion de calcio no sélo no evitd la respuesta a PE sino que
la amplitud de la liberacién de Ca*" inducida con PE fue mayor en promedio (131 + 27.1
%, e.e.m., n=9) que la primera con ACh.

La parte D de la figura 41 ilustra las amplitudes medias de las sefiales de
liberacién cuando NA (o PE) fue aplicada antes que ACh (o CCh). Como en el primer
caso, la liberacion de Ca® mediada por agonistas adrenérgicos progresivamente
disminuyé con cada estimulacién pero, en contraste a lo que ocurrié cuando iniciaimente
fueron dadas mudltiples aplicaciones colinérgicas, la aplicacidon subsiguiente de un
agonista muscarinico indujo sélo una respuesta muy pequefa, que fue un 15.2 + 10%
(media t e.e.m., n=6) de la inducida por el primer pulso de agonista adrenérgico. Asi
pues, PE podria liberar Ca®* de almacenes intracelulares sensibles a vaciamiento por

agonistas muscarinicos, mientras que lo contrario no parece cierto.
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Figura 41. Inbicién no reciproca de la liberaciéon de Ca* inducida por agonistas
muscarinicos y adrenérgicos. A. Sefial de liberacién de Ca* obtenida en una célula
en respuesta a pulsos repetidos de ACh (50 uM) y PE (4 uM). B. La secuencia inversa
que en A registrada en otra célula. C. Amplitudes normalizadas a la amplitud de la
espiga de liberacién inicial (media + e.e.m., n=9) en respuesta a sucesivas
aplicaciones de ACh (circulos blancos) y PE (circulos negros). D. Respuestas de
liberacién (n=6) normalizadas a la amplitud del primer evento inducidas con sucesivas
aplicaciones de PE (circulos negros) seguida de una de ACh (circulo bianco).
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3.4. CURSO TEMPORAL DEL DECREMENTO DE LAS SENALES DE Ca*

Dado que estimulaciones sucesivas de PE indujeron sefiales de Ca*
gradualmente de menor amplitud (Figura 42 A), se investigé el curso temporal del
decremento progresivo de la sefial de Ca**. Para estudiar éste fenémeno se siguié un
protocolo de estimulacién que consistié en aplicaciones de agonista cortas, de igual

duracién, a intervalos de tiempo regulares.

3.4.1. Estimulaciones sucesivas con PE originan sefiales de Ca®

progresivamente menores

Enla figura 42 A, se muestra el decremento de las amplitudes de los transitorios
de Ca* inducidos en una célula con aplicaciones breves de PE de forma periddica cada
2 minutos.

Para cada célula se normalizaron las amplitudes al incremento de la [Ca®"],
obtenido tras la primera estimulacién. Las amplitudes normalizadas (media + e.e.m.,
n=5) se representaron frente al nimero de orden de su respectiva aplicacion (figura 42,
B). El decremento de la sefial se ajusté a una funcién exponencial simple cuya constante
de decaimiento (1) expresa el nimero de aplicaciones necesarias para obtener una sefial
de Ca* cuya amplitud fuese un 63.2% menor que la obtenida tras la 12 aplicacion. Con
estimulaciones sucesivas de [PE] saturantes (2 y 20 uM), la sefial de Ca** disminuy6

gradualmente con una T comprendida entre 3.45y 3.99 (Tabla VI).
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Tabla VI. Constante de decaimiento (T) de la amplitud de la sefial de Ca* inducidas por distintas
concentraciones de agonista en presencia y ausencia de Ca* externo

-

agonista concentracion (uM) control 0 Ca”
PE 1 5.76 (n=4) 1.38 (n=4)
PE 2 3.45 (n=5) 1.11 (n=5)
PE 20 3.99 (n=4) 1.18 (n=3)
ACh 50 2.73 (n=3) 0.97 (n=11)

Como parametro indicativo del retraso entre la estimulacién y el desarrollo de la
respuesta, se empled el tiempo transcurrido desde el inicio de la aplicacion hasta que

se alcanzo el 50% de la respuesta (t,,). El incremento del t,, con referencia al t,, inicial

A1‘1/2, - t1/2,‘t1/2° (10)

se representa frente al nUmero de orden de su respectiva aplicacién en la figura 42 C
(media + e.e.m., n=5). Como se observa en la figura, la aparicion de la sefial de Ca** no
se enlentecio sustancialmente con el nimero de aplicaciones sucesivas realizadas.

En 0 Ca%, el curso del decremento de la sefial de Ca®" con estimulaciones
sucesivas de PE fue mas rapido que en control (figura 42 D), y tuvo una T de
decaimiento comprendida entre 1.11 y 1.18, a concentraciones de 2 y 20 pM,
respectivamente (Tabla VI, n=8), tres veces mas rapida que la obtenida en solucién
control (figura 42 E).

Asi mismo, en ausencia de Ca®" externo el desarrollo de la respuesta fue
sucesivamente mas lento con cada aplicacién de PE. El t,, se incrementé 3.6 segundos

con cada aplicacion (figura 42 F).
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Figura 42. Amplitud de la sefial de Ca* con estimulaciones sucesivas de PE, 2 uM.
A. Decremento de la sefial de Ca? en solucién control, a intervalos de 2 min. B. Curso
temporal del decremento de |a sefial de Ca** normalizada con respecto a la amplitud
del primer pico (mediate.e.m., n=5), C. Variacién del t 1/2 con respecto al valor inicial
(mediaze.e.m., n=5) en solucién control. D. Decremento de |a liberacién de Ca* de
almacenes intracelulares en otra célula aplicando el mismo protocolo que en A, en
solucién 0 Ca*. E. Curso temporal del decremento de la liberacion de Ca*
(mediate.e.m., n=5), en solucién 0 Ca®* F.En 0 Ca¥, variacion del t 1/2 respecto al
valor inicial (mediate.e.m., n=5).
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3.4.2. Estimulaciones sucesivas de ACh disminuyen la amplitud de la sefal

de Ca*

La aplicacion repetida de ACh produjo una disminucion gradual de la amplitud de
los transitorios. Para estudiar este decremento de las amplitudes se empled un protocolo
de estimulaciones sucesivas similar al empleado con PE, aplicacion periddica de pulsos
de ACh de la misma duracién (Figura 43).

El curso del decremento con estimulaciones sucesivas de ACh (50 pM) se pudo
ajustar a una funcién exponencial simple cuya T tuvo un valor 2.73 (n=3), valor mas
rapido del observado con estimulaciones repetidas de PE (Tabla VI).

Aligual que con la estimulacion repetida con PE, el retraso que se observo entre
la aplicacién de ACh y el desarrollo del 50% de la sefial de Ca* no se incrementd de
modo significativo (n=3) con el nimero de estimulaciones sucesivas realizadas (figura
43).

En solucién de 0 Ca®, sucesivas liberaciones de Ca* de almacenes
intracelulares inducidas con ACh fueron disminuyendo notablemente en amplitud y
enlenteciendose su cinética de activacion (figura 43 D)

El curso del decremento de la sefial de Ca** en ausencia de calcio con
estimulaciones sucesivas de ACh (n=11) se ajusto a una funcién exponencial
decreciente con una T de 0.97 (figura 43 E), unas tres veces mas rapida que la
registrada en solucién control, aunque similar a la registrada con PE en 0 Ca*" (n=3,
Tabla VI).

En 0 Ca®, el enlentecimiento cinético de la liberacion de Ca* con cada

estimulacion se evidencié en que el t,, se incrementé unos 5 segundos (n=11) con cada

aplicacién sucesiva de ACh (figura 43 F).
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Figura 43. Amplitud de la sefial de Ca? con estimulaciones sucesivas de ACh, 50 uM,
a intervalos de 2 min. A. Decremento de la sefial de Ca* en solucién control. B. Curso
temporal del decremento de la sefial de Ca®* normalizada con respecto a la amplitud
del primer pico (mediate.e.m., n=3). C. Variacién del t,,, con respecto al valor inicial
(mediate.e.m., n=3) en solucién control. D. Decremento de la liberacién de Ca* de
almacenes intracelulares en otra célula aplicando el mismo protocolo que en A, en
solucion 0 Ca*. E. Curso temporal del decremento de la liberacion de Ca*
(mediate.e.m., n=11), en solucién 0 Ca?* F. En 0 Ca%, variacién delt 1/2 respecto al
valor inicial (mediate.e.m., n=11).
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3.4.3. ;Desensibilizaciéon homéloga o vaciamiento de los almacenes de Ca*

intracelulares?

Para dilucidar si el decremento progresivo de los transitorios de la [Cazf]i
inducidos por estimulaciones sucesivas de agonista era debido a desensibilizacién de
la respuesta por estimulacién repetida o a vaciamiento de los almacenes intracelulares
se investigo la recuperacion de |a sefial tras un tiempo de latencia y tras relleno o no de
los almacenes de Ca*".

En solucidn externa de 0 Ca®, se aplicé PE a intervalos regulares de 2 min
hasta extinguir la sefial de Ca*. Tras una exposicién de 4-5 min en solucién control
(Ca”*, 2.5 mM), de nuevo en ausencia de Ca®, la célula liberé Ca®* tras una aplicacion
de PE (Figura 44 A, panel superior). En cambio, células que tras la extincién de la
respuesta eran mantenidas en 0 Ca®* no liberaron Ca*" al aplicar PE tras un intervalo de
tiempo similar, 6-7 min (figura 44 A, panel inferior).

Tras cambiar la solucién de perfusién del bafio de 0 Ca** a control se produjo, de
forma sistematica, una elevacion generalmente transitoria de los niveles basales de
calcio citosdlicos.

Resultados similares a los mencionados se obtuvieron con agonistas
muscarinicos. Tras la extincidn los transitorios de liberacién de Ca®* por aplicacion de
ACh, 50 pM, cada 2 min, y esperar un intervalo mayor (6 min), la aplicacién de ACh
no fue eficaz en inducir liberacién de Ca** mientras la célula fue mantenida en 0 Ca®,
pero si tras una exposicién transitoria en control (figura 44 B).

Las figuras 44 Cy D ilustran los promedios de los picos de amplitud de Ia [Ca®'],
en respuesta a aplicaciones de PE y ACh, respectivamente, de varias células que fueron
permanentemente mantenidas en 0 Ca®* (circulos) o brevemente expuestas a una
solucién de calcio dentro del intervalo entre la tercera y la cuarta estimulacion
(triangulos).
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Figura 44. Recuperacion de la liberacién de Ca® por relleno de los reservorios de
Ca”. A. Registros en una solucién de 0 Ca® en respuesta a sucesivas aplicaciones de
PE (2 pM). En el experimento ilustrado en el trazo superior, la célula fue expuesta
durante 3 min a una solucién con Ca* entre las exposiciones cuarta y Ultima de PE.
En el experimento mostrado en el panel inferior, otra célula estuvo mantenida
permanentemente en 0 Ca? durante todas las estimulaciones con PE. B. Extincién
(asterisco) de la liberacién de Ca® inducida por aplicaciones sucesivas de ACh (50
UM} y recuperacién (flecha) de la fiberacion tras el relleno de los depésitos en Ia
misma célula. C. Representacién grafica de los picos de amplitud de Ca*
normalizados inducidas por PE con el protocolo descrito en A. Triangulos, células
intermitentemente expuestas a Ca* durante 3-4 min (n=6). Circulos, células que
fueron continuamente mantenidas en 0 Ca?* (n=3). D. Igual que en C pero en
respuesta a sucesivas aplicaciones de Ach. Circulos céiulas permanentemente
mantenidas en 0 Ca* (n=3), tridngulos, células expuestas a Ca?" después de la
extincion de la respuesta.
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El valor medio de recuperacion de la sefal de calcio para un protocolo de
estimulacion como el descrito (figuras 44 C y D) fue de 75.5+24% para PE
(mediate.e.m., n=6) y 53.5+7.7% cuando el agonista empleado fue ACh (mediate.e.m.,

n=10).

3.4.4. ;Desensibilizacion heteréloga?

La posibilidad de que la ausencia de liberacién de Ca®* inducida por agonistas
muscarinicos previa liberacién de Ca® mediada por agonistas «&,-adrenérgicos se
debiese a desensibilizacién heterdloga de los receptores muscarinicos fue investigada.

En ausencia de Ca*" externo, se empleé el siguiente protocolo de estimulacion.
Una célula fue primero expuesta a ACh y seguidamente a una ciclo de tres aplicaciones
sucesivas de PE antes que se diera un segundo pulso de ACh. En la Figura 45 se ilustra
las séﬁales de Ca*" inducidas en una célula con el protocolo mencionado. La amplitud
de la respuesta de Ca** a la segunda estimulacién de ACh fue en promedio un 83 +
22.4% de la primera respuesta a ACh (media *+ e.e.m., n=4). Un valor muy préximo al

observado cuando la estimulacién adrenérgica no tuvo lugar (ver figura 42 B).

3.4.5. Contenido de Ca?" en los almacenes intracelulares

Se utilizé el ionéforo ionomicina para examinar el contenido de Ca* de los
reservorios intracelulares. lonomicina puede movilizar Ca** de almacenes sensibles e
insensibles a inositol trifosfato, IP, , (Fasolato, Zottini, Clementi, Zacchetti, Meldolesi y
Pozzan, 1991). La Figura 46 A ilustra un transitorio de liberacién tipico inducido por
ionomicina (2 M) en una célula expuesta en 0 Ca®* (solucion sin calcio afadido y con
1mM EGTA) durante 1 min.

Para determinar si el contenido en Ca®de los reservorios intracelulares
permanecia constante a lo largo del tiempo en una solucién de 0 Ca®*, se examino el
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Figura 45. Aplicaciones sucesivas de PE no previnieron el desarrollo de una sefial de
Ca* inducida por una aplicacién de ACh ulterior. En solucién control, dos
exposiciones a ACh (50 uM), con un ciclo de tres aplicaciones de PE (2 uyM) entre
ambas. La respuesta de Ca* inducida por la segunda aplicacién de ACh fue, en esta
célula, un 134% de la primera.
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contenido de Ca®* de una muestra de células incubadas distintos intervalos de tiempo
en solucién sin calcio (1, 4, y 7 min). La representacion grafica de las amplitudes pico de
Ca* (mediate.e.m., n=17) frente al tiempo de exposicién en 0 Ca** (figura 46 C) sugiere
una relacién directa entre el tiempo de exposicién a 0 Ca® y el decremento del contenido
intracelular de Ca?", mas evidente para tiempos de incubacién mas largos (no se
muestra). Asi pues, las células expuestas a solucion de 0 Ca”* experimentaron un
vaciamiento pasivo de sus reservorios de Ca®'.

Se examiné con ionomicina, el contenido de Ca® en los reservorios tras la
estimulacion repetida con el agonista, y se comparé con el existente en células sin
estimulaciéon previa. Dado que en 0 Ca?* las células experimentan vaciamiento pasivo,
se expusieron el mismo tiempo en 0 Ca®* los dos grupos de células. La amplitud pico de
Ca® enrespuesta a ionomicina (2 uM) fue, en células estimuladas previamente con el

agonista, un 341+8.9% de la amplitud registrada en células no estimuladas (figura 46 C).

3.4.6. Estimulaciones supramaximas muscarinicas no vacian el reservorio

de Ca* asociado a estimulacion adrenérgica

Para investigar si PE podria todavia liberar Ca** de su reservorio asociado tras
una estimulacién supramaxima de los receptores muscarinicos, se realizaron
experimentos (n=3) con concentraciones saturantes de ACh o CCh (1 mM) y PE (4 uM).
PE indujo liberacién de Ca* después de la inducida por concentraciones saturantes
muscarinicas (Figura 47 A) mientras que ni la aplicacion de ACh ni CCh, después de una
liberacién mediada por PE indujo sefial de Ca®*. En la parte B de la figura 47, se ilustra
la extincién de la liberacién de Ca?" inducida por dosis muy altas de CCh, sugiriendo que
los almacenes de Ca® sensibles a estimulacion muscarinica estaban vacios (flecha).

No obstante, una aplicacién ulterior de PE fue eficaz en inducir liberacién de Ca* de
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Figura 46. Caracteristicas del vaciamiento de almacenes de Ca*" intracelulares. A.
Transitorio de Ca* inducido por la adicién de ionomicina, 2 uM, a la solucién externa
en una célula despues de 1 min expuesta a solucién de 0 Ca* nominal. B. Apicacion
de ionomicina tras 7 min en solucion extracelular sin Ca® en dos células diferentes.
En el panel superior, la célula no fue previamente estimulada, mientras que en el
panel inferior la célula fue estimulada tres veces con PE (2 yM) para inducir liberacion
de Ca* intracelular antes de la aplicacién de ionomicina. C. Amplitudes de los
transitorios de Ca*" (mediate.e.m.) obtenidos en 23 células por la aplicacién de
ionomicina (2 uM) tras uno, cuatro o siete min en ausencia de Ca* extracelular. Los
circulos negros son de células que no fueron estimuladas con agonista, los circulos
blancos son de células que fueron estimuladas con PE antes de aplicar ionomicina.
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reservorios intracelulares.

La pérdida de respuesta a los agonistas muscarinicos después de la liberacion
de Ca® inducida por agonistas a,-adrenérgicos no pudo ser atribuida a vaciamiento
pasivo en 0 Ca®* porque cuando se aplicé CCh a una célula expuesta en solucién de 0
Ca*" un tiempo similar al empleado cuando se estimulé con PE previamente (hasta ~ 5

min) se indujo sefial de liberacién de Ca*.

3.5. ¢DOS RESERVORIOS INTRACELULARES DISTINTOS?

3.5.1. Las sefiales de Ca® son insensibles a PTX

La incubacidn de las células con toxina pertussis (PTX), 140-280 ng/ml durante
16-18 horas, no previno que PE o ACh indujeran sefiales de Ca* de caracteristicas
similares a las registradas en ausencia de la toxina, tanto en solucién control como en
solucién de 0 Ca* (n=13). Este resultado sugiere que los receptores que median el
desarrollo de la respuesta, tanto adrenérgicos como muscarinicos, estan acoplados a

proteinas G insensibles a PTX.

3.5.2. La liberacién de Ca*" intracelular no es sensible a cafeina

En 0 Ca®, la aplicacién de cafeina a un total de 7 células, 10 mM (n=6) o 50 uM
(n=1), no produjo ninglin incremento de la [Ca*]. Por otro lado, la aplicacion de NA (o
PE), ACh (o CCh) indujeron liberacién de Ca* después de la aplicacién de cafeina
(Figura 48 Ay B, respectivamente). Esto sugiere que en células pineales la liberacion
de Ca* no procede, al menos de forma significativa, de almacenes de Ca®" sensibles a

cafeina.
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Figura 47. Estimulacién muscarinica supramaxima no depleté los reservorios
sensibles a PE. A. Sefial de liberacién de Ca* en respuesta a aplicacion de 1 mM CCh
y 4 uM PE. B. En otra célula de la misma preparacion, registro dode se realizan dos
aplicaciones consecutivas de CCh (1 mM) seguidas de una de PE
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Al contrario de lo que ocurre en otras preparaciones celulares, la cafeina no
inhibi6 la mobilizacién de Ca®* dependiente de los agonistas externos (Parker e lvorra,

1991, Missiaen, Taylor y Berridge, 1992).

3.5.3. No efecto de tapsigargina

La tapsigargina es una droga que moviliza Ca®* citosélico por tres mecanismos
conocidos: disminucién de la recaptacién del Ca® por inhibicion de la Ca®*-ATPasa del
tipo SERCA (del inglés "Smooth endoplasmic Reticulum Calcium ATPase"), liberacion
de Ca® de reservorios intracelulares, y entrada de Ca> a través de la membrana
plasmatica (Kwan et al, 1990).

La aplicacién de tapsigargina, 8, 16, 58 nM y 1 uM no tuvo efecto en modificar
la [Ca®] citosélica ni prevenir la liberacién de Ca®" inducida por una aplicacién ulterior de
agonistas muscarinicos ni en 0 Ca* (n=7) ni en control (n=2). No obstante,
concentraciones mayores de tapsigargina, 5 uM, indujeron pequefias sefiales de Ca**
intracelular (n=4), pero no inhibieron la liberacién de Ca* inducida por una aplicacién

subsiguiente de CCh (figura 48 C).
3.6 BLOQUEO DE LA ENTRADA DE Ca®

La despolarizacién de las células pineales indujo un incremento de la [Ca®'];
debido a la entrada de este catién desde el medio externo. Un cambio transitorio de la
perfusién con una solucién de bajo K* (2.7 mM) a una de alto K" (50-60 mM) indujo un
A[Ca”}, en 13 de 15 células expuestas. El incremento de Ca?" citosélico inducido con alto
K* fue, sin embargo, completamente inhibido (>99.5%) con la presencia de Ni** en el

medio, 1-5 mM, (n=5).
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Figura 48. Efecto de cafeina y tapsigargina sobre la [Ca?]. A. Cafeina, 10 mM, no
indujo incremento de la [Ca?']; ni inhibi6 la liberacién de Ca®* mediada por NA (4 pM).
B. Cafeina, 10 mM, no evité la liberacién de Ca*inducida por CCh, 1 mM. C.
Tapsigargina a altas concentraciones, 5 uM, indujo pequefios incrementos de [Ca?'],
pero no previno la sefial de Ca®* mediada por una aplicacién subsiguiente de CCh, 1
mM.
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La Figura 49 muestra las fluctuaciones del Ca®" intracelular obtenidas en una
célula expuesta a diferentes estimulos extemos. NA, 2 uM, indujo una respuesta de Ca®"
caracteristica que consistié en una espiga seguida de una meseta, como se describi6
antes. Una exposicidn a una solucién de K', 60 mM, en presencia de Ni**, 1 mM, no tuvo
efecto sobre la [Ca®], mientras que la exposicién a alto K* sélo dio lugar tanto a
oscilaciones del Ca® citosdico como transitorios aislados con decaimiento monoténico.

La presencia de Ni* en el medio extracelular bloqueé la entrada de Ca®* en la
célula no sélo a través de canales dependientes de voltaje (figura 49) sino también a
través de aquellos regulados por agonista.

En la Figura 50 A, se ilustra que la exposicién de la célula a Ni #*, 5 mM, durante
la fase de meseta de un transitorio inducido por NA acorté Ia duracién de la misma. Sin
embargo, no previno la liberacion de Ca®* (espiga). El cambio a una solucién libre de
Ni** produjo una elevacion del Ca** citosélico similar a la observada cuando se pasa de
solucion de 0 Ca” a una de control, probablemente en respuesta a la depleccién de los
reservorios intracelulares (sefal de relleno). El retorno a una solucién con Ni?* durante
esta respuesta de Ca”, bloqued la entrada de Ca®" externo, abortando la sefial de
relleno. El bloqueo ejercido por Ni** fue reversible, su retirada del medio externo permitié
que un pulso ulterior de NA indujese un transitorio similar al inducido por la primera
aplicacion de NA.

La presencia de La* en el medio extracelular también bloqueé la entrada de Ca*
externo a través de canales regulados por agonista . En la figura 50 B se ilustra que la
~exposicidén a una solucién con La*, 100-400 pM, durante la fase de meseta del

transitorio inducido por NA. bloqued la entrada de Ca?" durante la misma.
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Figura 49. Entrada de Ca** través de canales dependientes de voltaje que es
bloqueada con Ni**. Aplicacién de NA (2 uM), K* (60 mM) + Ni** (1 mM) y K*. La
depolarizacion provocada por una solucién de alto potasio induce A[Ca®),
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3.7 OSCILACIONES ESPONTANEAS DEL Ca? CITOSOLICO

En ausencia de estimulacion algunas células desarroliaron incrementos
transitorios y sucesivos de la concentracién de Ca® intracelular. Generalmente las
oscilaciones estuvieron constituidas por eventos Unicos de Ca®* que se sucedieron con
intervalos de 5-20 s entre si, produciéndose sumacion temporal de los mismos. Asi, las
oscilaciones se sucedieron en salvas de eventos Unicos de Ca®*, siendo habitualmente,
el primero de los eventos el de mayor amplitud, y decreciendo sucesivamente la amplitud
con cada nuevo transitorio.

Los eventos de Ca** que constituian las oscilaciones espontaneas tuvieron una
cinética de activacién rapida (30-90 nM/s) y decayeron con un curso monoténico,
recordando en todo al curso temporal de los eventos de liberacién multiples inducidos
por agonista. En el panel superior de la Figura 51 se ilustra una célula que produjo
espontaneamente cambios transitorios y sucesivos de la [Ca®']y en la que la exposicion
a una solucién de 0 Ca® eliminé las oscilaciones del Ca®* citosélico. En el panel inferior

se muestra el amortiguamiento de las oscilaciones espontaneas en otra célula.
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Figura 51. Oscilaciones espontaneas del Ca*. Se representan cambios en la [Ca®};
registrados en dos células (panel superior e inferior, respectivamente) en ausencia de

aplicacién de agonista.
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4.1. CORRIENTES IONICAS

En el presente apartado se describen los resultados del estudio de las corrientes
macroscopicas dependientes de voltaje y activadas por segundo mensajero en
pinealocitos de rata, registradas en configuracién de célula completa de la técnica de

"patch-clamp”.

4.1.1. Canales activados por voltaje
4.1.1.1. Canales de Ca* activados por voltaje
En presencia de 2.5 mM Ca* en la solucidn externa, se registré una corriente
hacia el interior celular dependiente del potencial de membrana y de muy pequefia
amplitud (<50 pA). No obstante, cuando se eliminé el Ca® de la solucién extracelular (no

Ca* afiadido + 1 mM EGTA), la aplicacién de pulsos despolarizantes dio lugar a la
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Figura 52. Corriente de Na* a través de canales de Ca?. A. Registro de corrientes activadas
por pulsos despolarizantes de 100 ms que, desde un potencial de membrana de -80 mV,
fueron a voltajes que variaron entre -45 y -15 mV. La solucién interna tuvo (en mM): 145
CINa, 1 EGTA y 10 Hepes. La solucién interna tuve (en mM): 115 Glutamato-Na, 30 CINa,
1 EGTA, 10 Hepes. B. Relacién corriente-voltaje obtenida de registros de la misma célula
que en A. Los trazos de corriente fueron medidos a nivel de su maxima amplitud (circulos
negros) y cuando ésta fue estacionaria (circulos blancos).
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activacion de corrientes de Na’. Estas corrientes sdlo pudieron ser registradas en
ausencia de Ca’* extracelular, lo que sugeria que el Na' cruzaba la membrana a través
de canales de Ca® activados por voltaje. Los canales de Ca** dependientes de potencial
de membrana son mas permeables a Na* que a Ca” en ausencia de cationes divalentes
en el medio externo (Almers y McCleskey, 1984; Hess y Tsien, 1984). En la Figura 52 A
se muestra una familia de trazos de corrientes registradas en la configuracién de célula
completa, en soluciones simétricas de Na' y EGTA, a diferentes potenciales de
membrana.

Desde un potencial de membrana impuesto de -80 mV, la corriente empezé a
activarse a potenciales mas despolarizados de -55 mV y fue hacia dentro con
potenciales impuestos negativos y hacia fuera a potenciales de membrana positivos (ver
figura 52). La corriente alcanzé un valor maximo en milisegundos, para después
inactivarse lentamente.

En la figura 52 B se muestra la relacidon corriente-voltaje del experimento\
mostrado en A. La curva |-V fue practicamente lineal desde -15 a +50 mV. El potencial
de reversion de la corriente fue proximo a 0 mV, tanto cuando ésta fue medida en su
amplitud maxima (circulos negros) como en estado estacionario (circulos abiertos).

En las condiciones experimentales empleadas (E; = -40 mV), las corrientes
registradas sélo podian ser de Na’. Ademas, no se encontré evidencia de la existencia
de canales de Na" activados por potencial, en concordancia con trabajos previos en
células pineales (Aguayo y Weight, 1988; Castellano, Lépez Barneo y Armstrong, 1989).

La presencia de canales de Ca* activados por voltaje en células pineales ha sido
descrita previamente (Aguayo y Weight, 1988). El umbral de activacién y la cinética de
esta corriente fueron muy similares a los de la corriente a través de canales de Ca*
activados por voltaje de bajo umbral (tipo T), de otras células. Por ejemplo, en la célula

de la Figura 53, la constante de tiempo de desactivacion a un potencial impuesto de -80
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Figura 53. Caracteristicas cinéticas de los canales de Ca*. Dos registros de corriente de
Na* a través de canales de Ca* inducida con pulsos despolarizantes de 14 ms. La solucién
interna tuvo (en mM): 145 CINa, 1 EGTAy 10 Hepes. La solucién interna tuvo (en mM): 115
Glutamato-Na, 30 CINa, 1 EGTA, 10 Hepes. El umbral de activacién estuvo por debajo de
-35 mV. La corriente de desactivacion fue satisfactoriamente ajustada a una exponencial
simple con una constante de tiempo indicada en Ia figura.
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mV fue 1.7 y 2.1 ms para el experimento ilustrado en A y B, respectivamente, valores

muy similares a aquellos obtenidos para canales de Ca* de desactivacién lenta (tipo T)

en otros tipos celulares.

4.1.1.2. Corrientes de potasio activadas por voltaje

Las células pineales, como ha sido descrito previamente (Castellano, Lépez-
Bameo y Armstrong, 1989; Aguayo y Weight, 1988), poseen dos tipos de corrientes de
K" con caracteristicas cinéticas muy distintas. En la Figura 54 A y B, se muestran
cormrientes de K’ registradas en configuracion de célula completa en dos células a las que
se aplicaron distintos pulsos de voltaje desde un potencial de membrana de -60 mV. Las
corrientes emplearon entre 30 y 40 ms en alcanzar su maximo, y desde aqui se
inactivaron menos de un 5% en pulsos de 100 ms de duracién. El umbral de activacion
fue ~ -20 mV. Por sus caracteristicas cinéticas, estas corrientes de K* se corresponden
con el tipo denominado rectificador tardio (lpg).

Los trazos de corrientes mostrados en la figura 54 C fueron registradas en la
misma célula que en B aplicando pulsos de voltaje desde un potencial de membrana de
-90 mV. A este potencial se hizo evidente un componente de la corriente que se activé
a un umbral mas negativo, cercano a -40 mV, que alcanzé el maximo con mayor rapidez,
menos de 4 ms, y que se inactivd manifiestamente en pulsos de 100 ms de duracion.
Este componente de la corriente de K rapida y transitoria se corresponde con la llamada
[a-

Ambos tipos de corrientes (I e |,) fueron disociados como se muestra en la
Figura 55. Una despolarizacién de 100 ms desde un potencial de membrana de -90 mV
hasta 0 mV activé una corriente con un curso temporal complejo (A). Cuando el pulso
de voltaje se repiti6 desde un potencial de -60 mV la corriente registrada fue

fundamentalmente I (B). En la parte C de la figura se muestra el resultado de sustraer
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Figura 54. Corrientes de potasio en células pineales. A. Registros de corrientes de potasio
tipo I activadas con pulsos de voltaje de 100 ms que desde un potencial de membrana de
-60 mV fueron de -10 a +60 mV, a incrementos de 10 mV. B. En otra célula, registros de
corrientes de potasio del tipo Iz(parche perforado con nistatina, 250 pug/ml), activadas desde
un potencial de membrana de -60 mV con pulsos que fueron de -20 a +40 mV, a incrementos
de 10 mV. C. Registros de la misma célula que en B. Desde un potencial de membrana de
-90mV, los pulsos variaron de -40 a +20 mV, a incrementos de 10mV. Apareci6 en la
corriente un componente tipo I,. La solucién externa en (mM): 140 CiNa, 10 Cl,Ca, 10 Hepes,
30 glucosa. La solucién interna (en mM):140 CIK, 7CL,Mg, 0.35 EGTA-K,, 0.225 EGTA-Ca,

10 Hepes.
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Figura 55. Corrientes de potasio en células pineales. A. Registro de corriente
activada con pulso de voltaje desde -90 mV a 0 mV de 100 ms. B. Registro de
corriente de la misma célula que en A obtenida con un pulso despolarizante de 100
ms desde un potencial de membrana de -60 a 0 mV (corriente de K* del tipo
rectificador tardio, l,5). C. Substraccién de del registro en B al registro en A
resultando una corriente de K* del tipo |,. La inactivacion de ésta corriente se ajusté
satisfactoriamente a una exponencial simple con una constante de tiempo indicada
en la figura. La solucién externa (en mM) 145 CINa, 2.7 CIK, 2.5 Cl,Ca, 1 Cl,Mg, 10
Hepes, 10 glucosa. La solucién interna (en nM) 150 CIK, 0.35 EGTA-K,, 0.225
EGTA-Ca, 10 Hepes.
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a la corriente total registrada a -90 mV (A) la registrada a -60 mV(B): una corriente de
activacion rapida (ty 0 3.1 ms) que se inactivd con un curso monoexponencial (T = 22.6

ms), y que correspondid, por sus caracteristicas cinéticas, con una corriente del tipo |,.

4.1.2. Corrientes activadas por agonistas externos (NA y ACh)
Se estudid el efecto de NA y ACh sobre la permeabilidad de la membrana en
células sometidas a fijacion de voltaje en configuracién de célula completa . Ambos

agonistas activaron transitoriamente distintas conductancias iénicas.

4.1.2.1. NA y ACh inducen la activacién de una conductancia de K’

La Figura 56 A muestra el registro de corriente macroscopica de una célula

estimulada con ACh durante el tiempo indicado por la barra. El agonista activé una

corriente transitoria hacia fuera que fue seguida, 30 segundos después del final de la

aplicacion, por un segundo incremento transitorio de la corriente. En este experimento,

el potencial de membrana impuesto fue 0 mV (Ey), un potencial al cual el Gnico vehiculo
de carga que pudo producir una corriente hacia fuera de la célula fue K.

Pilocarpina, un agonista muscarinico, también activé esta corriente de K" (en 5

de 7 células) (figura 56 B). Igualmente, este mismo agonista también activé una corriente

de CI' (n=5, véase apartado 4.1.2.3.), lo que sugiere que la activacién de la corrientes

por ACh fue a través de receptores muscarinicos

4.1.2.1.1.. La corriente de K* activada por agonista es
dependiente de Ca**
Para ver si la activacion de la corriente de K™ estuvo mediada por un incremento

de la concentracion de calcio libre citosélico se dializaron células con solucién de
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Figura 56. Activacién muscarinica de corrientes de K* registradas en configuracién de célula
completa. A. Corrientes transitorias inducidas por la aplicacion de ACh durante el tiempo
indicado con barras .Vm = E, = 0 mV. B. Efecto de la aplicacién de pilocarpina en otra célula.
Vm = -40 mV. E., = 0 mV. C. Registro de una célula dializada con solucién de ato Ca* (~ 900
nM) a un Vm =-50 mV. La primera aplicacion fue transitoria y empez6 15 s después de dar
acceso al interior celular. E., =-50 mV, E=-100 mV
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distintas concentraciones de Ca”".

En la célula de la figura 56 C, 15 s después de acceder al interior Celular con la
ruptura del parche de membrana bajo la pipeta de registro, se activd primero una
corriente transitoria hacia fuera y después otra con una cinética de relajacion mucho mas
lenta. En este experimento, el potencial de membrana impuesto fue el de equilibrio para
el CI' (E;, =-50 mV) y al igual que en la célula ilustrada en el panel A de la figura, el Gnico
ion permeable posible que pudo inducir una corriente hacia fuera fue K.

Mientras la corriente registrada en la célula de la figura 56 C se mantuvo
activada, el potencial de membrana se cambié manualmente hasta alcanzar el potencial
de equilibrio para el K*, (E4 = -100 mV, flechas). A este potencial, la corriente se anuld
y el ruido eléctrico disminuyd de modo considerable, lo que sugiere nuevamente que la
conductancia a K* fue la responsable de ésta corriente.

La corriente de K' pudo ser activada sin la presencia de nucleétidos en la
solucion de la pipeta de registro pero no en ausencia de Ca®* (10 EGTA, n=5). Estos
experimentos sugerian que la corriente positiva inducida por agonistas era debida a la
activacion de canales de K' dependientes de Ca®. En estas células han sido
previamente descritos canales Gnicos de K'activados por Ca** (Cefia, Halperin, Yeandle

y Klein, 1991; ver mas adelante, Figura 66).

4.1.2.2. NA y ACh también activan una conductancia de Cf
En la mayoria de las células NA o ACh, ademas de inducir una corriente hacia
- fuera o positiva a potenciales alejados del Ey, indujeron, también, una corriente al Ey,

que indicaba la existencia de otra conductancia, distinta de K*, regulada por agonista.
En células en las que el potencial de membrana se mantuvo a valores negativos

(-60/-80 mV), subsiguientemente a la aplicacion externa de NA (2-4 uM) o ACh (20-50
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pM) se registraron inflexiones transitorias de la corriente basal de sentido negativo,
como se ilustra en la figura 57 Ay B.

Las corrientes obtenidas con NA y ACh tuvieron un curso temporal muy similar.
Generalmente, después de una latencia variable de segundos tras el comienzo de la
aplicaciéon del agonista, las corrientes se activaron stubitamente hasta un maximo y
decrecieron monotdnicamente hasta el nivel basal de corriente, a pesar de que se
mantuviera la aplicaciéon del agonista.

En soluciones simétricas de CI', cuando el K’ interno fue reemplazado por Cs®,
la corriente activada por el agonista fue hacia dentro a potenciales negativos y nulaa 0
mV. Por otro lado, cuando el CI" en la solucién externa fue parcialmente sustituido por
glutamato, la corriente activada por agonistas revertié al potencial de equilibrio del CI
segun la ecuacién de Nernst. Estos experimentos indicaron que el i6n responsable de
la corriente hacia dentro activada por agonista fue el anion CI-.

No obstante, se encontraron algunas diferencias, estadisticamente significativas,
con respecto a la amplitud y a la cinética de relajacion entre las corrientes inducidas por
AChy NA. Las corrientes activadas por NA 4 uM fueron menores en amplitud (318.2 +
312.6 pA, media £ D.E.. , n=16 células) que las inducidas por ACh 20 uM (755.4 +
535.9, n=10). Asi mismo, el decrecimiento monotdnico de la corriente fue
significativamente menor (p<0.01) con NA (1, 2.95 + 0.98 s, n=16) que con ACh (T, 4.84%

2.45 s, n=10).

4.1.2.2.1. La activacion de la conductancia registrada
a potenciales negativos depende de la [Ca*'];
Una corriente hacia dentro (negativa) similar a la activada por los agonistas
externos NA o ACh, fue registrada siempre que la célula se dializé con una solucion de
alto Ca** en la pipeta de registro (> 900 nM) (Figura 57C). Esta corriente no se registré

-# Hemy
§ Mo
. REBiTy o




NA
30 pA
1s
B
ACh
l 500 pA
6s
C
Caz

| 200 pA

4s

Figura 57. NAy ACh activan una corriente negativa que es dependiente de Ca*. A. Registro
de la corriente registrada en una célula sometida a fijacion de voltaje de -40 mV tras la
aplicacion de NA, 2 uM. B. Registro de corriente inducido por la aplicacién de ACh 20 uM en
una célula cuyo potencial de membrana fue impuesto a -48 mV. C. Corriente registrada en
otra célula tras la dialisis con solucién interna de alto Ca* siendo el potencial de membrana

-60 mV.
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en ausencia de Ca® en la solucién interna (1 mM EGTA). Cuando la [Ca®'] en la pipeta
fue baja o media (~ 100-260 nM) sélo ocasionalmente se indujo activacion de la
corriente.

En ausencia de estimulo externo y tras una latencia de algunos segundos
después de que se iniciara la didlisis de la célula con una solucién de alto Ca** (48 + 41.2
s, media + D.E., n=5), la corriente se desarroll6 con un curso tempora!l similar a las
inducidas con ACh o NA (figura 57 C).

La amplitud y constante de tiempo de relajacion de la corriente activadas por la
dialisis celular con una solucién de alto Ca** fue 468 £120.8 pAy 3,34 1 0,32 s (media
+ D.E., n=5) respectivamente. Estos valores estuvieron comprendidos entre los valores
de amplitud y constante de tiempo obtenidas con NA y ACh, y las diferencias no fueron
estadisticamente significativas.

Estos resultados sugieren que la corriente observada a potenciales negativos tras
la aplicacion de agonistas extemnos, NA 6 ACh, fue dependiente de Ca®* y resultd de un

incremento de la concentracion citosélica de Ca?* inducida con estos agonistas.

4.1.2.3. Activacién simultanea de Iy y I,

Para estudiar simultaneamente las conductancias de CI' y K, las células fueron
sometidas a un potencial de membrana negativo (-90 a -60 mV) desde el cual se
aplicaron pulsos cortos en rampas a 0 mV (potencial de equilibrio del CI" en estos
experimentos) a la célula a una frecuencia de 2-7 Hz (ver Figura 58 donde se ilustra el
protocolo de pulsos).

El protocolo descrito con la aplicacién sucesiva de pulsos en rampa desde un

potencial de equilibrio muy negativo (préximo al E, y donde la probabilidad de apertura
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Figura 58. ACh, NAy Ca®" activan una corriente de cloro y potasio. En AB y C se muestran
las corrientes macroscopicas de tres células, respectivamente. El potencial de membrana
cambié en rampa desde -60 a 0 mV en 10 ms y regresé a -60 mV en otros 10 ms, 2-6
veces/segundo. E;, = 0 mV. Las corrientes lineales resistivas y capacitativas no fueron

substraidas.
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de canales voltaje dependientes es muy baja) hasta el potencial de equilibrio para el CI,
permitié monitorizar la Iy, en el intervalo entre rampas como una corriente hacia
dentro, y la lyc, @ 0 mV en los vértices de las sucesivas rampas como una corriente
hacia fuera.

Independientemente de cual fuera el estimulo aplicado, NA, ACh o Ca*, ambas
conductancias se activaron con una latencia similar, siguiendo la activacién y relajacioén
de éstas cursos paralelos, como se ilustra en las figura 58 A, By C (n=18 células).

No obstante, no todas las células presentaron la misma proporcién de ambas
corrientes, incluso a veces la célula carecia de una de ellas, como en los ejemplos que

se muestran en la Figura 59.

4.1.2.3.1. Curvas corriente-voltaje de lyc, ¥ loycq

En la Figura 60 A se muestra una rampa de voltaje, con su correspondiente
corriente, durante la activacion de la célula mostrada en la figura 59 A. En la relacién
corriente-voltaje (figura 60 B) de ésta conductancia de ClI' se observa que la corriente
decrecié lineaimente con la despolarizacién, conforme el potencial impuesto en rampa
se aproximaba al de equilibrio para el CI' (E;. ~ 0 mV). Asi mismo, I, fue activada
indistintamente en un rango de potenciales de membrana impuestos desde -90 a - 20
mV, lo que sugiere, junto con la morfologia lineal de su curva |-V, que su activacioén no
es dependiente de voltaje, al menos en el rango de voltajes estudiado.

En la Figura 59 B se muestra el registro de una corriente de K* inducida agonista
en una célula cuyo potencial de membrana se sometié a un protocolo de rampas similar
al anterior (-60- 0 mV, 5 Hz) en una célula en la que g, fue nula 0 minima. De la
corriente registrada durante la activacion inducida por agonista y con una de éstas
rampas (Figura 61 A) se establecié una relacion corriente -voltaje para |y, (figura 61 B).

En esta curva se aprecia que, aun siendo el E, muy negativo (-100 mV), la conductancia
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Figura 59. Células que sélo presentaron | 6 |.. A. Registro de una célula que careci6 de
corriente de K* activada por Ca%. Vm = -60 mv, E, = 0 mV, E, = -100 mV. Estimulo
NA+propanolol (10 uM + 5 uM). B. Célula que practicamente carecié de corriente de CI’
activada por Ca* sinedo mayoritaria la de K*. Vm =-60 mV, E;l = 0 mV, E, = -100 mV.
Estimulo PE, 1uM.
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Figura 60. La corriente negativa activada por NA y ACh es de CI. A. En la parte superior,
protocolo de rampa de voltaje al que se someti6 el potencial de membrana de una célula tras
activacién de una corriente negativa inducida por agonista. En la parte inferior, corriente
registrada durante la rampa de voitaje. B. Relacién corriente-voltaje para la corriente de CI
registrada en A. El potencial de equilibrio para el CI y el K" fue 0 mV y -80 mV,
respectivamente.
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Figura 61. Dependencia de voltaje de l,c,. A. Registro de |, de la célula de la figura x,
durante la aplicacién de una rampa de voltaje desde un potencial de membrana a -60 mV
hasta 0 mV en 10 ms. B. Relacién corriente-voltaje para l,c,. La corriente hacia dentro se
debid a una pequefia |, residual.
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no se activé hasta un umbral de ~ -40 mV. Ello indica que la corriente de K* inducida por

agonista es dependiente de voltaje.

4.1.2.3.2. La activacién de lyc, ¥ Icy POr NA es
mediada a través de receptores a,-adrenérgicos

La presencia en la solucién externa de un antagonista selectivo de los receptores
B-adrenérgicos, propanolol (1-5 uM), no impidio la activacién de ninguna de las corrientes
que NA induce (5 células). En la Figura 62 A, se muestra el registro de las corrientes de
potasio y cloro activadas por la aplicacion de NA, 4 pM, en presencia de propanolol, 5
HM.

Por otro lado, la aplicacién de un agonista especifico de los receptores o,
adrenérgicos, PE (1-4 uM) indujo la activacién de corrientes de cloro y potasio de
caracteristicas similares a las inducidas por NA (3 células). La figura 62 B ilustra la
activacion de g, ¥ lgca €N una célula estimulada por la aplicacién de PE, 4 pM.

Estos resultados estan en concordancia con los resultados obtenidos sobre el
incremento de la concentracion de calcio citosélico inducido por NA a través de la

activacion exclusiva de receptores o,-adrenérgicos.

4.1.2.4. Estudio de las Iy, e lxc, inducidas con soluciones deCa*

En 13 células se activaron las corrientes lg ¢, Y/0 lyc, sin la aplicacién de
estimulo externo. En 10 de estas células la dialisis celular con solucién de alto Ca*
(calcio libre entre ~ 900 nMy ~ 1 uM) fue responsable de la activacion. En las 3 células
restantes, las células se dializaron con una [Ca2+] de 100-260 nM. No obstante, la
eficacia en inducir corrientes éon soluciones de medio/bajo Ca®* fue menor que con
soluciones de alto Ca*. No se registraron corrientes en células dializadas con solucién

de 0 Ca®* nominal (no Ca® afadido y 10 EGTA, n = 9) tras varios minutos de dilisis,
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Figura 62. La activacién de I, y I, inducida por NA estd mediada por receptores a;-
adrenérgicos. A. Corrientes iénicas inducidas por la aplicacién de 4 uM NA + 5 yM propanolol.
El voltaje durante la rampa cambi6 desde -60 mV a 0 mV. B. Registro de otra célula. El
estimulo fue PE, 4 uM, y la rampa de voltaje varié desde -85 mV a 0 mV.
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entre 3y 11 minutos.

Los transitorios de corriente inducidos por la didlisis celular con solucién de alto
Ca* ocurrieron stbitamente con una latencia de 48 + 41.2 s (media +D.E., n=5), antes
de que la difusion de Ca®* desde la pipeta de registro, a través de su punta ( un area de
pocas um?) alcanzara el equilibrio con el interior celular (100 s; tiempo de difusién
estimado sin tener en cuenta los tampones de Ca*" intracelulares, Push y Neher, 1988).

Una liberacién transitoria de Ca?* de almacenes intracelulares inducida por la
difusién de Ca® desde la pipeta seria compatible con la morfologia de los transitorios de
lcica) © lkca) registrados.

Se observé la activacién permanente de g, € lgcy CON un curso cinético
compatible con un modelo de difusién. En la Figura 63 A, se ilustra un transitorio
simultaneo de corrientes de ClI' y K que se produjo tras 30 segundos de didlisis con
Ca”. Al cabo de~60 segundos se inicié una segunda activacion, ésta vez no transitoria
en decenas de segundos de registro. En la figura 63 B se muestra una activacién en
cascada y permanente de una lyc, de una célula, tras varios segundos después de ser
dializada con solucion de alto Ca®* (1 uM) y Cs' (para sustitucion iénica del Kf

intracelular).

4.2. POTENCIAL DE MEMBRANA

Como se vio en el apartado anterior (4.1, CORRIENTES IONICAS), la
estimulaciéon colinérgica muscarinica, asi como, la adrenérgica, activan dos
conductancias (I € |) a través del un incremento en la [Ca®']; . En el presente apartado,
se muestran los resultados obtenidos del estudio de las variaciones del potencial de

membrana inducidas por la aplicacién local de ACh. Para la monitorizacion del potencial
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Figura 63. La dilisis celular con alto Ca* indujo la activacion permanente de |, € lyca)
A. Célula en la que tras 30 s de didlisis con alto calcio (~ 900 nM) se indujo un transitorio de
corrientes activadas por Ca*, y tras 60s las corrientes empezaron a aumentar de modo
irreversible.La solucion externa (en mM): 145 CINa, 2.7 CIK, 2.5 Cl,Ca, 1 Cl,Mg, 10 HEPES,
20 glucosa. La solucién interna (en mM): 150 CIK,7 Cl,Mg, 1.8 EGTA-Ca, 0.2 EGTAK,, 10
HEPES. B. Célula en la que la dialisis con alto Ca? (~ 1 yM) indujo un incremento irreversible
de la Iy, La solucién externa igual que en A, y la interna (en mM): 150 CICs, 7 Cl,Mg, 2.7
EGTA-Ca, 0.3 EGTAK,, 10 HEPES. El protocolo de pulsos consistié en aplicar cada 200 ms
dede un potencial de membrana de -60 mV, rampas simétricas a 0 mV ,que invertian 20 ms
en subir y bajar.
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de membrana se han utilizado dos modalidades de la técnica de "patch-clamp”. Una,
mas convencional, el registro en fijacion de corriente a través de un parche de
membrana perforado con nistatina. Otra, la monitorizacion de los cambios de amplitud

de la corriente a través de un Unico canal en células no dializadas (registro in situ).

4.2.1. Registro en fijacion de corriente

El potencial de membrana registrado con la técnica de "patch-clamp", en fijacién
de corriente, a través de un parche de membrana perforado con nistatina fue de -32.1
+ 8.1 mV (media £ D.E., n=12).

En 9 de 10 células, la aplicacion de ACh provocé la despolarizacién transitoria
del potencial de membrana. Esta respuesta estuvo precedida o seguida de una
hiperpolarizacién, también transitoria, en tres células. La Figura 64 ilustra ejemplos de
respuestas observadas. En la parte A se muestra el efecto de ACh en una célula con un
potencial de membrana de ~ -37 mV. Tras la apIiCacién del agonista, la membrana se
despolariz6 30 mV, retomando subsiguientemente a su valor inicial. En esta célula, dos
aplicaciones previas de ACh produjeron respuestas de similar amplitud aunque la
cinética de la despolarizacién se hizo mas lenta con cada aplicacion, el tiempo al pico
fue 2, 6 y 9 s respectivamente.

La parte B de la figura 64 ilustra un tipo de respuesta diferente registrado en otra
célula. Aqui, ACh indujo una respuesta bifasica que consistié en una despolarizacion
transitoria, rapida y de corta duracién, de 10 mV, seguida de una lenta y larga
hiperpolarizacién también transitoria de 10 mV.

Las modificaciones del potencial de membrana inducidas por ACh en otra célula
se muestra la figura 64 C y D. La primera aplicacion de ACh produjo una pequefia y corta
hiperpolarizaciéon seguida de una lenta despolarizacion (10 mV) de mayor duracién (C).

La segunda aplicacién indujo Ginicamente una respuesta despolarizante de larga duracion
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Figura 64. Registro mediante fijacién de corriente de los cambios del potencial de membrana
inducidos con ACh. Los registros fueron realizados empleando la tecnica de "patch-clamp”
e incluyendo nistatina (250 pi/ml) en la pipeta, y proceden de tres células (A, By C-D,
respectivamente). ACh, 20 uM, fue aplicada durante el tiempo indicado con barras
horizontales.
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de 18 mV de amplitud (D).

4.2.1.1. El potencial de reversion

En nuestras condiciones idnicas experimentales, el potencial de equilibrio de las
conductancias activadas por ACh varié de célula a célula entre -25 y -5 mV. Para obtener
el potencial de reversién, se estimuld la célula con el agonista desde distintos
potenciales de membrana, como en el ejemplo que se ilustra en la Figura 65. En esta
célula, se aplic6 ACh desde -55y -12 mV, respectivamente. En el primer caso, el
agonista indujo una despolarizacién hasta un nivel de- 25 mV. En el segundo caso, la
aplicacion del agonista produjo una hiperpolarizacién hasta un valor de -20 mV,
indicando que en esta célula el potencial de reversién de las corrientes activadas por

ACh fue entre -20 y -25 mV.

4.2.2. Modificaciones ‘de amplitud de una corriente unitaria in situ

La principal dificultad que presenta la interpretacion de las modificaciones del
potencial de membrana registradas con la técnica de "patch-clamp" en fijacién de
corriente viene derivada de los cambios de los potenciales equilibrio de las
conductancias responsables del potencial de membrana, introducidos con la dialisis
celular.

Para tener una estimacién de los cambios del potencial de membrana inducidos
por ACh en células con el medio interno intacto, se registr6 en un microarea de
membrana in situ las modificaciones de la amplitud de la corriente unitaria a través de
un canal de K" activado por Ca’* (iy,) antes, durante y después de la aplicacién del
agonista a la célula.

Una vez localizado un Unico canal (ic,) en un microdrea de membrana in situ,

y antes de la aplicacion del agonista, se realizé su curva corriente-voltaje (Figura 66).
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Figura 65. Potencial de membrana de reversion. Respuesta a la aplicacion de ACh en la
misma célula desde dos potenciales de membrana diferentes (~ -12y -55 mV)
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Esto permitié conocer la conductancia unitaria del canal y por tanto, la correspondencia
entre los cambios de potencial eléctrico y las variaciones de la amplitud de la
corriente. En la figura 66 A se puede observar el registro del canal a distintos
potenciales en la pipeta (Vp). A Vp entre +40 y -30 mV la corriente a través del canal
abierto aparecié como una inflexién de la corriente basal hacia arriba (corriente hacia
fuera, desde la pipeta a la célula), de mayor amplitud con voltajes mas positivos.

Cuanto mas negativo fue el potencial en la pipeta (V,), mas frecuentes y
duraderas fueron las aperturas del canal, cuyas corrientes unitarias disminuyeron en
amplitud para invertirse a un V, de -40 mV. Probablemente, éste seria un valor muy
proximo al potencial de membrana de la célula, puesto que la concentracién de K', en
solucién en la pipeta era, presumiblemente, muy similar a la intracelular (E« ~ 0 mV).

La disminucion de amplitud de la corriente que se observé durante las aperturas
prolongadas del canal pudo deberse a una despolarizacién local del potencial del
microarea de membrana, debido a la entrada de potasio en la célula que tuvo lugara V,
mas positivos de -40 mV.

Después de haber obtenido la curva i-V,, el potencial de la pipeta se impuso de
forma constante a 0 mV y se registré el efecto de la aplicacion de ACh. En la Figura 67
se muestra el registro del canal con el que se monitorizé los cambios de voltaje, desde
la aplicacion de ACh hasta que se escindié el microarea de membrana. La exposicién
de la cara interna de la membrana a la solucién externa, con un calcio libre estimado en
10 uM, supuso un aumento dramatico de la probabilidad de apertura del canal, lo que
sugirié nuevamente, que aquél era un canal de K activado por Ca**.

El cambio en la amplitud de la corriente unitaria en respuesta a ACh fue debido,
probablemente, a una variacién del gradiente electroquimico para el potasio (V,,-Ey). Si
la concentracién de K intracelular no cambié significativamente, entonces las

variaciones de la amplitud observadas fueron debidas a variaciones del potencial de

155



A Ve (v ‘ 1 I
40 — SRS el . .

-40 N N o
'70 At o Jims, MWMMMMMWWﬂdW
-100 I R T TP | YRR T ; 1
75 ms
B I(PA) 20
15
10 *
-5
Vp (mV) -100 -50 . 0 50
. ! . 1 -— . i . )
. -5

Figura 66. Relacion corriente-voltaje para el canal de K* activado por Ca®. A. Registro de
corrientes unitarias a distintos voltajes realizado en microarea de membrana in situ, en la
misma célula de la figura x. B. Relacién corriente-voltaje del registro mostrado en A.
Ganancia 50 pA/mV, filtro 1 KHz. La solucién externa (en mM) 145 CINA, 10 Cl,Ca, 10
Hepes, 20 glucosa. La solucién de la pipeta (en mM): 140 CIK, 7 Cl,Mg, 0.35 EGTA-K,, 0.225
EGTA-Ca, 10 Hepes.
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Figura 67. Efecto de ACh sobre las corrientes a través de canales (inicos de K*activados por
Ca”. Registro en microarea de membrana in situ. Potencial en la pipeta 0 mV, ganacia 50
pA/mV, filtro 1 Khz. La solucién externa (en mM): 145 CINA, 10 Hepes, 20 glucosa. La
solucién en la pipeta (en mM): 140 CIK, 7 ClMg, 0.35 EGTA-K,, 0.225 EGTA-Ca. Las flechas
indican cuando empezé la aplicacién de ACh (10 pM, 6 s) y la excision del parche de
membrana, respectivamente.
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membrana.

Las variaciones del potencial de membrana inducidas con ACh fueron analizadas
(Figura 68). A un potencial de 0 mV, la corriente a través del canal fue 6.91+0.96 pA.
(media £ D.E). Después de la aplicacion de ACh, y con un retraso de ~ 12 segundos, la
corriente unitaria disminuyé a un valor de 5.29+0.96 pA durante unos 500 ms. Este
decremento fue seguido de un incremento progresivo en la amplitud que alcanzé un
maximo de 12.7+0.73 pA y que se mantuvo por varios minutos (figura 68 C).

A partir del valor de conductancia del canal previamente obtenido, se pudo
estimar que la disminucion de la amplitud de la corriente unitaria correspondié a una
despolarizacién del Vm de 20 mV. Del mismo modo, se estimé que el incremento de la

corriente a través del canal fue reflejo de una hiperpolarizacién de 35 mV (figura 68 B).

4.2.3. Despolarizaciones transitorias espontaneas en espiga

Aunque, aproximadamente, en la mitad de las células el potencial de membrana
registrado en fijacion de corriente fue estable en ausencia de estimulo externo, en 5 de
12 células, se observaron despolarizaciones transitorias espontaneas rapidas en espiga
(Figura 69). Estos cambios transitorios del potencial de membrana fueron de pequefa
amplitud (1-13 mV), tuvieron una apariencia de espiga (con una duracién a la nﬁitad de
la amplitud, t,,, de hasta 100 ms).

En la Figura 70 se muestra el registro de llas variaciones del potencial de
membrana de otra célula (Vm = -80 mV, inyeccién de corriente = -40 pA) en forma de
despolarizaciones espontaneas en espiga. No obstante, las despolarizaciones fueron de
menor amplitud y de menor frecuencia que las observadas en la célula de |a figura 69.
La aplicacién de ACh en esta célula dio lugar a una despolarizacion lenta de ~ 60 mV de
amplitud coincidente con un incremento de la frecuencia de las sefiales en espiga. Una
respuesta similar se observé en otras dos células.
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Figura 68. Efecto de ACh sobre el potencial de membrana monitorizado a través de una iy,
registrada en una microarea de membrana in situ, de la misma célula de la figura x. A.
Registro expandido donde se observa los cambios de amplitud de la corriente unitaria. B.
Curso temporal de la modificacién de la iy, Y su correspondencia con los cambios en el
potencial de membrana celular. La relacién i-v de la figura x permitié establecer esta
correspondencia. El inicio de la aplicacion de ACh fue en t = 0 s. C. Histrograma de la
distribucion de frecuencias de las amplitudes de las corrientes unitarias antes de la aplicacién
de ACh (panel izquierdo, 6.91£0.96 pA , media + desviacion estandar) y después ( panel
medio, 5.29+0.96 pA, y derecho, 12.7£0.73 pA).
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Los transitorios espontaneos en espiga que pueden ser debidos a la
activacién/inactivacion esporadica de una conductancia en células con una alta
resistencia de membrana, fueron disminuyendo progresivamente en amplitud al
progresar la despolarizacién (figuras 64 A, 65 y 70). Esta menor amplitud de las espigas
a potenciales mas despolarizados, probablemente obedezca al decremento de la
resistencia de membrana cuando se activan las conductancias despolarizantes. E n
células con el medio intracelular intacto (registro de corrientes unitarias in situ), se
observaron modificaciones de la amplitud de las corrientes a través de canales Unicos,
compatibles con cambios espontaneos del potencial de membrana. En la Figura 71 se
muestran corrientes unitarias de K* registradas en un microarea de membrana in situ,
con al menos dos canales de K' de gran conductancia, con una amplitud unitaria de ~
9 pA aun Vp =0 mV. La probabilidad de apertura (P,) de estos canales fue muy baja (<
0.1), excepto en intervalos en los que la frecuencia de apertura de los canales aumenté
notablemente (brotes).

La aparicion de los brotes estuvo precedida por inflexiones negativas del nivel
de corriente basal, de ~ 2 pA (figura 71). Estas inflexiones negativas tuvieron una
duracion variable, entre fracciones de segundo y 2-3 segundos. La corriente basal
durante las mismas disminuyé progresivamente hasta retornar al nivel inicial.

La amplitud unitaria de las corrientes de K'al inicio del brote fue ~ 3.5 pA, menor
que en periodos interbrotes. No obstante, la amplitud aumenté progresivamente durante
el mismo hasta alcanzar un valor final de ~9 pA. La pequefia amplitud de iy al inicio del
brote indica la despolarizacion del potencial de membrana en ese momento. El aumento
progresivo de iy durante el brote muestra la repolarizacién progresiva del potencial de
membrana hacia su valor de reposo.

Esta» secuencia de despolarizaciones de instauracién rapida (en pocos
milisegundos) seguidas de repolarizaciones mas lentas (centenas de milisegundos) con
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Figura 69. Despolarizaciones transitorias espontaneas en espiga. A. Registro del potencial
de membrana en una célula sometida a fijjacion de corriente con la técnica de pafch-clamp
(parche perforado con nistatina). B. Ampliacion del registro mostrado en A enmarcado en
lineas discontinuas.
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un curso temporal monoténico recuerda las espigas de despolarizacion espontanea

observadas en fijacion de corriente (figura 69).
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Figura 70. Despolarizaciones ftransitorias espontaneas e inducidas. Transitorios de
despolarizacién del potencial de membrana espontaneos e inducidos por ACh, 20 pM, en una
célula sometida a fijacién de de corriente a través de un parche de membrana perforado con

nistatina.
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Figura 71. Cambios espontaneos en la amplitud de una corriente de potasio a través de
canales Unicos. Configuracion de cell-attached. Vp = 0 mV, Ganacia 50 pA/mV, 1 KHz.
Solucién externa (en mM): 145 CINa, 10 ClL,Ca, 10 Hepes, 20 glucosa. Solucién en la pipeta
(en mM): 140 CIK, 7 CLMg, 0.35 EGTAK,, 0.225 EGTA-Ca, 10 Hepes.
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5.1 DETECCION ELECTROQUIMICA DE INDOLAMINAS

5.1.1 Registros voltamétricos en poblaciones celulares

Previamente a la medida amperométrica del material secretado por una unica
célula mediante el detector electroquimico, se midié in vitro el potencial de oxidacién de
la melatonina y algunos metabolitos de la via de ésta (triptéfano y serotonina). Como
electrodo se utilizé una fibra de grafito conectada a un convertidor corrriente-voltaje y
sometida a un potencial creciente en rampa desde 0 a 800 mV. Los compuesto inddlicos
exaninados se disolvieron en solucién salina y la corrientes de oxidacién resultantes
fueron registradas como se ilustra en la figura 26. El potencial de oxidacién (maxima
corriente) para el triptéfano y la serotonina fue 800 mV (Figura 72 Ay C) mientras que
el de la serotonina fue de 440 mV (figura 72 B)

Asi mismo, se registraron las corrientes resultantes de la oxidacion de sustancias
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Figura 72. Corrientes de oxidacién de indolaminas de sintesis y secretadas por pinealocitos.
Las corrientes fueron registradas con un electrodo de fibra de grafito conectado a un
convertidor IV. A. El pico de oxidaci6n del triptéfano se produjo a un potencial de +800 mV.
B. La 5-hidroxitriptamina (serotonina) fue oxidada a un potencial de +440 mV. C. La oxidacién
de la melatonina fue a un potencial de ~ +800 mV. A un potencial de +600 mV no se detecté.
D. A las 2 h de incubacién de pinealocitos se detectaba en el medio de cultivo un pico
incipiente de corriente de oxidacién a ~ +800 mV. E. En la corriente de oxidacién del medio
de cultivo tras 48 h de incubacién de pinealocitos se distinguen dos picos, a +440y ~ +800
mV. F. En medio de cultivo control no se registré corriente alguna de oxidacién, a distintos

potenciales.
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contenidas en el medio de cultivo a distintos tiempos de incubacién con las células.
Alicuotas del medio de cultivo se afiadieron a la cdmara de registro . Como se observa
en la parte derecha de la figura 72, despés de 2 horas de incubacién en el medio se
detectd un pico incipiente de oxidacion a 800 mV (figura 72 D). A las 48 horas, sin
embargo, en el medio de incubacién se detectaron dos picos de corrientes de oxidacidn,
uno a un potencial de 800 mV y otro a 440 mV (figura 72 E). En ausencia de células, en
el medio de cultivo no se evidencié ninguna sustancia detectable con métodos
electroquimicos (figura 72 F).

El perfil de la corriente de oxidacion registrada en el medio donde se incubaron
pinealocitos por 48 horas fue muy similar al de la oxidacién conjunta de serotonina y de
otra indolamina con un potencial de oxidacién préximo a los 800 mV, p.e. melatonina
(figura x E). Asi, se puso de manifiesto la presencia en el medio de al menos dos
sustancias sintetizadas por las células pineales. Los potenciales de oxidacién de estas
sustancias sugerian que podian ser serotonina y melatonina las responsables de las

corrientes de oxidacion registradas en sobrenadantes de 48 horas de incubacién.

5.1.2. Registros amperométricos en célula anica

La liberacién de sustancias de células Gnicas se detectaron electroquimicamente
con un electrodo de fibra de carbono, conectado a un convertidor I/V y colocado a menos
de 1 um de la superficie celular (figura 24). Las sustancias liberadas fueron registradas
como corrientes amperométricas transitorias en forma de espigas.

Aunque, el registro de transientes amperométricos en células pineales no pudo
ser obtenido de forma sistematica, no obstante, se registraron en algunas células
sefiales amperométricas de caracteristicas similares a las observadas en ofras céiulas
secretoras (células cromafines, cebadas y giémicas)

Las sefales amperomeétricas registradas fueron Gnicas y de gran amplitud (figura

166



20 pA

100 pA

Figura 73. Corrientes amperométricas registradas con electrodos de fibra de grafito. A.
Corriente obtenida con un electrodo de grafito y polietileno sin aplicacién de agonista a un
potencial de 740 mV. La fase de subida fue de 26 ms y el ancho 1/2 1200 ms. B. Corriente
inducida tras la aplicacion a la célula de Ach. El electrodo estuvo fabricado de grafito y vidrio.
El potencial de oxidacion se impuso a 600 mV. La fase de subida fue 560 ms y el ancho 1/2
1120 ms.
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73y 74). Tuvieron un ancho de espiga a la mitad de la amplitud que variaba entre 200
y 1200 milisegundos. Algunos transientes fueron precedidos por una corriente mas
pequena y lenta que podria representar la liberacion a través de un poro de fusién
exocitdctico parcialmente abierto, como ha sido descrito en otros tipos célulares y que
se ha denominado foof (Chow, von Riiden y Neher, 1992; Alvarez de Toledo, Fernandez-
Chacén y Fernandez, 1993).

En la Figura 74, se muestra el registro de una sefial de liberacién tnica inducida
en una célula tras 3 minutos de aplicacion de ACh 20 pM. Esta sefial fue precedida de
una corriente lenta de pequeia amplitud (foof), que representd un 6% de la carga total
del transitorio amperométrico. Otras veces la sefial amperométrica fue registrada sin
estimulo previo, de forma esponténea (Figura 73 A).

Aunque de las caracteristicas de la sefial amperométrica no se pudo identificar
qué metabolito de la via de sintesis de melatonina en pinealocitos fue el responsable de
la misma, el potencial de oxidacion de las sustancias detectadas, < 600 mV, sugiere que

no se trata de melatonina, aunque escompatible con la liberacién de serotonina (véase

mas adelante DISCUSION)

5.2. REGISTRO DE CAPACIDAD ELECTRICA

5.2.1. Cambios de la capacidad eléctrica de la membana celular

Con el objto de confirmar s ien los pinealocitos se pudiese liberar alguna de su
hormonas por exocitosis, como apuntaban los resultados obtenidos con amperometria
se monitrizio la capacidad eléctrica de la membrana por ser éste un parametro

directamente proporcional a la superficie celular. Como se muestra a continuacién,
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Figura 74. Tras la aplicacién de ACh, 20 pM se registré en una célula no dializada un
transitorio amperométrico a un potencial de 600 mV. Esta corriente estuvo precedida por una
mas pequefia y lenta que representé un 6 % de la carga neta de la corriente total. La linea
de puntos indica el nivel de cero corriente.
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cuando las células se dializaron con una solucién de alto Ca2+ (> 1uM) se observaron
cambios de capacidad.

En la Figura 75 se muestra un incremento de la capacidad eléctrica registrada
en una célula sometida a fijacion de voltaje en la configuracién de célula completa de la
técnica de patch-clamp. La célula fue dializada con una solucién de alto Ca*" (1.6 uM)
y mantenida a un potencial de membrana que variaba sinusoidalmente en torno a los -50
+ 27 mV. La capacidad inicial de 7.5 pF experimenté un incremento sigmoidal de un 36
%, que se desarrolld lentamente en 25 s, tras xx s de diélisis celular.

Simultaneamente a la capacidad eléctrica, se registré la conductancia de
membrana (Gm), que se mantuvo constante, y la conductancia en serie (Gs). No
obstante, el registro de Gs se incrementé transitoriamente en 7 nS de modo paralelo a
los cambios de capacidad. Probablemente, este aumento de Gs fuera reflejo o
proyeccién de los cambios de capacidad sobre el eje real de la impedancia de la
membrana celular. Sin embargo, cambios en la conductancia en serie de 10 nS,
inducidos interponiendo en serie una resistencia de 100 MQ entre la solucién del bario
y la tierra eléctrica, no originaron proyeccion sobre el registro de capacidad (ver figura
75).

En otras células, se detectaron saltos discretos de capacidad como se ilustra en
la Figura 76. Estos saltos tuvieron una amplitud en torno a los 100 fF (véase pulso de
calibracion en figura 76 A) y escasa a nula proyeccién sobre la impedancia resistiva en
serie de la membrana

- También se han registrado decrementos de la capacidad eléctrica de membrana
graduales y discretos, generalmente posteriores a incrementos previos (figura 76 C y D),
que sugieren la existencia de fendmenos endociticos de membrana (véase mas

adelante).
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Figura 75. Registro simultaneo de conductancia de membrana (Gm), capacidad de

- membrana (Cm) y conductancia en serie (Gs). Nueve minutos después de comenzar la

didlisis de la célula con una solucion de alto Ca*, 1.6 uM, se registré un incremento gradual
de la capacidad en un 36% desde un valor inicial de 7.5 pF. No se afiadieron nucleétidos a
la solucién interna.
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Figura 76. Saltos de capacidad en una célula dializada. A. Trazo de calibracién de corriente
capacitativa (Cm) de 100 fF en fase de ~90 ° con la corriente resistiva (Gs). B. saito de
capacidad irreversible. C. Incremento s(bito de capacidad seguido de un decremento lento.
D. Incremento y decremento s(bitosde capacidad. La [Ca®] en la pipeta fue 100 nM. Se
afadieron nucleétidos a la solucién intena (ATP-Mg, 400 uM, y GTPYS, 100 uM)
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En el presente trabajo se han empleado distintas técnicas con el objetivo de estudiar
los mecanismos implicados en las diferentes etapas del proceso de acoplamiento estimulo-
secrecién en pinealocitos.

Por un lado, se ha utilizado microfluorometria para monitorizar la respuesta celular
(cambios en la [Ca®}, ) ante estimulos adrenérgicos y colinérgicos. Se han estudiado en
detalle el patrén de la sefial de Ca* (procedencia del Ca®, cinética de la sefal, étc) en
respuesta a ambos estimulos, asi como, los tipos de receptores que la median. Especial
atencion se ha prestado al analisis de la liberacién selectiva de Ca** de los reéervorios
intracelulares inducida por uno u otro agonista, cuyo origen se discute el apartado 6.1.8.

Por otro lado, se ha estudiado el efecto de los estimulos adrenérgicos y colinérgicos
sobre las conductancias de la membrana. Con este objetivo, se ha utilizado la técnica de

"patch clamp" en sus distintas configuraciones, para registrar tanto la activacién de
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corrientes ionicas totales, como corrientes a través de canales individuales, o los cambios
de potencial de membrana en células no dializadas y en células parcialmente dializadas
(microareas perforadas con nistatina). Como resultado, se han identificado dos
conductancias (gq Y g«), cuya activacion es Ca*-dependiente, y cuyo significado funcional
se discute en el apartado 6.2 .4.

Por ultimo, se han utilizado dos técnicas de gran resoluciéon para estudiar la
secrecion: la deteccion electroquimica de sustancias secretadas por la célula mediante
voltametria/amperometria y el registro de la capacidad eléctrica como medida de los
cambios en la superficie de la membrana plasmatica. Los datos obtenidos con ambas
técnicas son de gran interés y abren la puerta a una investigacién mas profunda que permita

caracterizar los mecanismos de secrecién en estas células y estudiar su regulacion.

6.1 LA SENAL DE Ca**

En la mayor parte de las células, tanto en las eléctricamente excitables como en las
no excitables, la sefial de Ca?" tiene un componente que se debe a liberacién de Ca”* de
almacenes intracelulares. No obstante, en las células excitables la salida de Ca*" de los
reservorios tiene lugar, preferentemente, por un mecanismo de liberacién de Ca** inducida
por Ca®* o CICR (del inglés "calcium-induced calcium release", Fabiato, 1983) a través de
canales de Ca® sensibles a rianodina (Mcferson y Campbell, 1993) y cuyo ligando fisiolégico
se cree que es el Ca® (Figura 77 B). En células no excitables, sin embargo, la liberacion
de Ca®" estad mediada, preferentemente, a través de un mensajero difusible, inositol 1,4,5-

trifosfato o IP, (Berridge, 1993), que actia sobre canales de Ca®* selectivos localizados en

174



Discusioén

la membrana de almacenes intracelulares (Ferris y Snyder, 1992) (figura 77 A). Sin embargo,
ambos tipos de receptores pueden coexistir en la misma célula e incluso en el mismo
reservorios (Stauderman y Pruss, 1989; Clementi y col, 1992).

De forma similar, en células excitables y no excitables, existe un componente de la
sefal de Ca®* que se debe a la entrada de Ca?* desde el medio externo. Existen multiples
vias de entrada de Ca®* en las células: canales de Ca®* dependientes de voltaje (figura 77
A), canales no dependientes de voltaje regulados por receptor (p.e. receptor nicotinico),
activados por segundos mensajeros (p.e., IP,) o activados por el vaciamiento de reservorios
intracelulares. En este Ultimo caso, la entrada de Ca®* desde el medio extracelular se
produce con posterioridad a la liberacion de Ca? desde almacenes intracelulares
(mecanismo capacitativo de entrada de Ca®", Putney, 1990). La corriente i6nica asociada a
esta entrada de Ca® capacitiva ha sido caracterizada a nivel electrofisiologico y se la
denomina lerac ("calcium release activated current”, Igac Hoth y Penner, 1992) (figura 77
B).

La caracterizacién de los mecanismos 'resbonsables de la generacién de la sefial de
Ca es importante desde el punto de vista funcional. En células con liberacién de Ca® tipo
CICR, ésta amplifica la intensidad y la distribucién espacial de la sefial de Ca®, para inducir
respuestas rapidas, por ejemplo, secrecién por exocitosis. En células con entrada de Ca*
capacitativa, ésta amplifica fundamentalmente la duracién de la sefal de Ca®,
proporcionando Ca*" para respuestas mantenidas o ténicas, como por ejemplo la sintesis
bioquimica de una hormona, o el mantenimiento del potencial de membrana de células
fotoreceptoras (Hardie y Mincke, 1992).

Los pinealocitos no parecen ser células excitables, carecen de canales de Na'

dependientes de potencial y poseen un numero pequefio de canales de Ca** voltaje-
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Figura 77. Patrones de la sefial de Ca® en células excitables y no excitables. A. En células
inexcitables, la unién del agonista (A) a su receptor (R) de membrana, a través de una proteina G
(G), activa Ia fosfolipasa C (PLC) que degrada el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, y libera el segundo
mensajero IP,. El IP3 activa el receptor de IP3 (RIP) y libera caicio de reservorios intracelulares
(panel izquierdo). El vaciamiento (panel derecho) genera una seiial que activa la entrada de Ca**
capacitativa (CRAC, "calcium release activated-current”). B. En células eléctricamente excitables,
el patron de la sefial de Ca* es mas variable. Generalmente, la entrada de Ca* tiene lugar a traves
de canales de Ca* dependientes de voltaje (CDV). Este Ca?* puede inducir liberacién de Ca* de
almacenes intracelulares (CICR) activando el receptor de rianodina (RR).
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dependientes. Por otro lado, poseen receptores metabotrdpicos acoplados a la via del

inositol fosfato (véase mas adelante) y no liberan Ca® en presencia de cafeina.

6.1.1 El patrén de la seiial de calcio inducida por NA

Registros de Ca* en suspensiones de células pineales, empleando como fluoréforo
quin2, han mostrado que NA induce entrada de Ca*" del medio externo, y que este efecto
estd mediado por la activacién de receptores o,-adrenérgicos (Sugden y col., 1987).

En el presente trabajo, se ha corroborado que el incremento de Ca** intracelutar
inducido por NA esta mediado a través de la activacién de receptores a,-adrenérgicos y que
se produce entrada de Ca®* desde el medio externo. Sin embargo, la sefial de Ca®* no sélo
se debe a la entrada de Ca®* extracelular sino a la liberacién de Ca** desde los almacenes
intracelulares como lo demuestra el hecho de que NA es capaz de producir una sefal de
Ca® en ausencia de Ca® externo. Probablemente, en el estudio de Sugden y col. no se puso
de manifiesto la liberacién de Ca®* de almacenes intracelulares inducida por NA, debido a
la baja resolucién temporal de las medidas de Ca® realizadas en poblaciones celulares.

La via de entrada del Ca* en la célula desde el medio extracelular en respuesta al
estimulo adrenérgico no se ha caracterizado hasta el momento. Esta puede ser capacitativa,
del tipo lerac, NO Obstante, no se puede descartar la posibilidad de que la entrada de Ca®*
externo sea a través de canales activados por segundos mensajeros con una cinética de

activacion relativamente lenta y mantenida.

6.1.2. El patrén de la seiial de calcio inducida por ACh
El efecto de la ACh o CCh sobre la [Ca®), en pinealocitos no ha sido descrito con

anterioridad. Sin embargo, en estas células se ha documentado la existencia de receptores
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colinérgicos del tipo muscarinico, posiblemente implicados en la regulacion de la sintesis de
indolaminas (Finocchiaro y col., 1990; Finocchiaro y Téllez-1ién, 1991).

Al igual que la estimulacion adrenérgica, aunque con un curso temporal muy distinto,
la activacién de los receptores muscarinicos induce liberacién de Ca® de almacenes
intracelulares y entrada de Ca?" del medio extracelular. Sin embargo, ambos componentes
no se suelen distinguir en los registros debido, probablemente, a su superposicion en el
tiempo.

Una posibilidad es que la entrada de Ca®" inducida por ACh sea a través de canales
activados por segundos mensajeros y ocurra simultaneamente a la liberacién de Ca* de
reservorios intracelulares, o que la entrada de Ca®* sea de tipo capacitativo pero con una

cinética de activacién mas rapida que para la inducida por NA.

6.1.3. El significado funcional de la sefial de Ca* inducida por NA

Aunque, la funcién del incremento de Ca** citosélico en pinealocitos no esta
totalmente definida, se sabe que el incremento del AMPc y GMPc inducido por NA esta
mediado por una proteina quinasa C de un modo dependiente de la [Ca”"].

NA activé en las células pineales de mamiferos el receptor a,-adrenérgico, el cual
desencadena la hidrélisis de fosfatidilinositol e increbmenta los niveles de Ca* intraéelular
(figura 28). La activacion del receptor a,-adrenérgico, que por si mismo no tiene efecto
sobre la adenilato ciclasa, potencia dramaticamente (30-100 veces) la sintesis de AMPcy
GMPc mediada por la activacidén de adrenoreceptores B. Esta potenciacion es reproducida
e inhibida cuando se induce y previene, respectivamente, la elevacion del Ca** citosélico
(Sugden y cols., 1986), y esta mediada por una proteina quinasa C (PKC). El incremento del

Ca” citosdlico es suficiente para que se produzca la activacion de la PKC (Ho y col, 1988).
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Asi pues, la sefial de Ca® inducida por estimulacién adrenérgica dado que no es de
gran amplitud pero si de gran duracién podria estar implicada en la elevacién mantenida de

la [Ca®], necesaria para la sintesis nocturna de melatonina.

6.1.4. El significado funcional de la sefial de Ca®* inducida por ACh

El significado funcional de los incrementos de Ca®* mediados por la activacion de
receptores muscarinicos en la pineal no se conoce. Pero debido a que la sefal de Ca*" es
de gran amplitud y corta duracién, un papel probable podria ser desencadenar la secrecién

de serotonina, proceso que recientemente se ha mostrado mediado por receptores

muscarinicos en estas células (Finocchiaro y col., 1990; Finocchiaro y Téllez-1iién, 1991).

6.1.5 Segundos mensajeros intracelulares

Los posibles mensajeros que activan la liberacién de Ca®* en las células pineales no
han sido idenficados todavia, aunque trabajos previos han mostrado que tanto la activacion
de los receptores adrenérgicos como colinérgicos desencadenan la hidrélisis del
fosfatidilinositol en estas células (Smith y col., 1979; Hau.sery col., 1983; Zatz, 1985; Sugden
y col., 1987; Laitinen, Torda y Saavedra, 1989a). Sin embargo, la activacién concomitante
de otros, atn no identificados, segundos mensajeros no puede ser descartada. Por ejempilo,
en células acinares lagrimales la estimulacién a-adrenérgica induce liberacién de almacenes
de Ca* a través de receptores sensibles a rianodina posiblemente mediada por ADP ribosa
ciclica ( Gromada, Jergensen y Dissing, 1995).

La formacién de fosfoinositol, subsiguiente a estimulacién muscarinica, es insensible
a toxina pertussis (PTX) en las células pineales (Laitinen y col., 1989b), al igual que las

sefales de Ca” inducidas por agonistas muscarinicos y «,-adrenérgicos en nuestros
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experimentos.

6.1.6 Liberacion de calcio inducida por calcio (CICR)

Actualmente se sabe que la liberacién de Ca*" desde los reservorios intracelulares
se produce a través de dos mecanismos distintos: activacion de los receptores de rianodina
a través de CICR o actiyacién de receptores de IP; (Berridge, 1993). Sin embargo, puede
que ambos mecanismos no sean tan distintos, lo que no sorprende a la vista de Ia
homologia entre el receptor de IP; y el de rianodina (Mignery y cols, 1989). Por ejemplo, en
células excitables el Ca*" no es el Unico agonista fisiolégico del receptor de rianodina; la
adenosina difosfato ribosa ciclica, ADPRc, puede funcionar cémo un mensajero difusible,
pues incrementa la probabilidad de apertura de este canal. De forma alternativa, también se
ha demostrado que en células no excitables el IP; no es agonista exclusivo del receptor
sensible a IP; sino que el Ca* puede mediar un mecanismo de CICR, ya que se ha
demostrado una cooperacion positiva en la unién del Ca* y el 1,4,5 fosfoinositol al receptor

de IP, (Missiaen y cols, 1991).

6.1.7. El decremento de la sefial de Ca*

En pinealocitos, aplicaciones repetidas de agonista desensibilizan, probablemente,
el receptor de membrana, la via de segundos mensajeros asociados a estimulaciones
adrenérgicas y muscarinicas, o los propios canales de Ca® de los reservorios, como
previamente se ha descrito en otras células (Tan y Marty, 1991). La desensibilizacién de
receptores acoplados a la hidrélisis del fosfatidilinositol puede ser debida, al menos en parte,
a una retroalimentacién negativa mediada por la proteina quinasa C (Ho y col., 1988).

Sin embargo, la disminucién de la sefial de Ca®* observada en las células pineales
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con aplicaciones sucesivas de agonista (figura 41), no puede ser explicada por simple
desensibilizacién sino por vaciamiento progresivo de los almacenes. Esta afirmacion esta
basada en la existencia de sefiales de Ca* de relleno al pasar de solucion sin Ca* a
solucion con Ca®* (figura 40), y en los siguientes hallazgos experimentales obtenidos con
estimulaciones sucesivas de agonista:

1. El vaciamiento es un fenémeno mucho mas rapido que la desensibilizacién ya que
) la constante de tiempo del decaimiento de las amplitudes de los transitorios de Ca** es
aproximadamente tres veces mas rapida en 0 Ca** que en solucion control (figuras 42 Ay
D; 43 Ay D). ll) el incremento de t,,, es mucho mayor en ausencia de Ca®* que en presencia
(figuras 42 CyF; 43 CyF).

2. Después de la extincion de la sefal de liberacién de Ca?* inducida por agonista,
las respuestas pudieron ser recuperadas tras una breve permanencia de las células en una
solucién con Ca*', pero no si se mantenian en solucién de 0 Ca* (figura 44).

3. El contenido de Ca®* de los reservorios decrecié importantemente después de

varias aplicaciones de PE, como demuestran los experimentos con ionomicina (figura 46).

6.1.8. Dos almacenes funcionalmente distintos

Probablemente, el mayor hallazgo de este trabajo, en lo que a sefial de Ca®" inducida
por agonista se refiere, haya sido que la liberacién de Ca®* de almacenes intracelulares
puede ser inducida selectivamente por distintos agonista. Los experimentos ponen de
manifiesto que la estimulacién muscarinica induce el vaciamiento de unos almacenes pero
no de otros, puesto que [a estimulacién adrenérgica ulterior es capaz de inducir liberacién
de unos almacenes acoplados selectivamente a estimulacion adrenérgica. Sin embargo, la

activacion de los receptores adrenérgicos es suficiente para vaciar todos los reservorios. Es
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decir, la activacion de los receptores muscarinicos puede liberar Ca* de los almacenes
asociados a estimulacién muscarinica solamente. En cambio, la activacion de los receptores
o-adrenérgicos vaciaria ambos almacenes, asociados a estimulacién muscarinica y
especificamente adrenérgica.

Sin embargo, ni los almacenes asociados a agonistas muscarinicos ni los
estimulados especificamente por agonistas adrenérgicos son seﬁsibles a cafeina (ni '
probablemente a rianodina, como sugieren experimentos preliminares), indicando que
ambos reservorios podrian estar activados por el mismo segundo mensajero, IP,. Asi pues,
estos experimentos demuestran que la activacién muscarinica y o,-adrenérgica induce
selectivamente liberacién de Ca®* de dos almacenes intracelulares, insensibles a cafeina,
y funcionalmente distintos.

Una respuesta similar ha sido descrita en ovocitos de Xenopus donde el almacén
asociado a la respuesta muscarinica es un almacén distinto, al menos funcionalmente, del
acoplado a receptores de hormona liberadora de tirotropina (TRH), el cual también utiliza 1P,
como segundo mensajero (Shapira y col., 1990). También ha sido demostrado en ovocitos
que tras el vaciamiento del almacén de Ca® acoplado a ACh, IP, todavia podia inducir la

liberacion de Ca® de otros almacenes (Goldberg, Shapira y Oron, 1992).

6.1.9 Modelos de liberacidn selectiva de Ca*" de almacenes intracelulares
La existencia de dos almacenes de Ca? funcionalmente distintos podria ser debida a varias

situaciones (Figura 79).

6.1.9.1. Liberacién cuéntica de Ca* de almacenes intracelulares

Una posibilidad es que concentraciones bajas de mensajero vacien solamente una
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fraccién de los almacenes de Ca**, mientras que concencentraciones mayores vacien la
totalidad de los reservorios (figura 79 A). De acuerdo con esta hipétesis, en células pineales,
la estimulacién muscarinica produciria menos mensajero que la estimulacién o,-
adrenérgica, y solo se obtendria respuestas a ambos agonistas cuando los receptores
muscarinicos fuesen activados en primer lugar. Por otro lado, cuando los receptores o;,-
adrenérgicos fueran estimulados en primera instancia, la liberacién de calcio no tendria lugar
debido a que los almacenes de Ca®" estarian vacios. En este modelo, se supone
implicitamente la existencia de una poblacién heterogénea de canales para la liberacién de
Ca*", que difieren en su sensibilidad al segundo mensajero.

En apoyo de la mencionada hipétesis, ha sido descrita en trabajos previos la
liberacion cudntica de Ca** de almacenes funcionalmente diferentes. La liberacién cuantica
de Ca? de almacenes intracelulares se ha descrito tanto para almacenes sensibles a IP,
como a cafeina/rianodina (Muallem, Pandol, y Beeker, 1989; Meyer y Stryer, 1990; Parker

e lvorra, 1990; Ferris y col., 1992; Cheek y col. 1993, Cheek y col., 1994).

6.1.9.2. Coexistencia de distintos canales de Ca* en los reservorios
intracelulares
Otra posibilidad es la coexistencia en la misma célula de distintos tipos de canales
de liberacion de Ca®* (figura 79 B). Se ha descrito en muchas tipos celulares la coexistencia
tanto de receptores de |P; como de rianodina, sensibles a cafeina (Fasolato y col., 1991).
Aunque en células pineales la cafeina no liberé Ca** de almacenes intracelulares y, por
tanto, hace poco probable esta hipdtesis, recientemente se ha descrito la existencia de un
nuevo tipo de receptor de rianodina insensible a cafeina (Giannini y col., 1992).

Siguiendo la hipétesis de la coexistencia de receptores de IP; y rianodina en la célula
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pineal, la activacion de receptores muscarinicos induciria la activacién de los receptores de
IP; o de rianodina mientras que la estimulacién adrenérgica induciria la de ambos,
similarmente a lo que ocurre en células acinares lagrimales. La activaciéon del almacén
sensible a rianodina también podria estar asociada a la del reservorio sensible a |P; por un
mecanismo de liberacién de Céz* inducida por Ca** (Stauderman, McKinney, y Murawsky,
1991). Sin embargo, en experimentos preliminares la rianodina no indujo sefial de Ca® ni
evit6é el desarrollo de la respuesta inducida por ACh o PE en células pineales (datos no

mostrados).

6.1.9.3. Colocalizacion espacial de receptores de membrana y
reservorios de Ca*" jntracelulares

Finalmente, los datos observados también podrian ser explicados si la formacién de
mensajero subsecuente a activacién del receptor muscarinico alcanzara, restrictiva o
preferentemente, almacenes de Ca® localizados en la proximidad de la membrana
plasmatica (figura 79C). En cambio, el mensajero producido tras estimulacién o -adrenégica
tendn’é una distribucién mas amplia, que alcanzaria los almacenes submembrana y otros
localizados mas centralmente.

La hipétesis de la colocalizacién de receptores muscarinicos con reservorios de Ca?*
submembrana, implica que el mensajero que se sintetiza en las proximidades del receptor
tenga un efecto y una degradacion restringidos espacialmente sobre un almacén localizado
adyacentemente. Para contrastar esta hipétesis pueden ser necesarios medidas del Ca**
citosdlico de suficiente resolucién temporal y espacial.

La existencia de dos almacenes de Ca® funcionaimente distintos en células pineales

puede estar determinada, como hemos visto, por la naturaleza o la localizacion y agregacion
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Figura 78. Hipétesis de liberacién selectiva de Ca?* de almacenes intracelulares inducida por
agonista.. A. Liberacion cuantal de Ca*de almacenes intracelulares. B. Coexistencia de
distintos tipos de canales de liberacion de Ca* en los reservorios intracelulares. C.
Colocacién espacial de receptores de membrana y almacenes de Ca* intracelulares.
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de los canales de liberacién de Ca®" y podria ser un método para determinar que la sefial
de Ca* inducida por distintos agonistas ejerza acciones especificas. Asi, el significado
funcional de la liberacion de Ca?" selectiva seria transmitir intracelularmente una sefal

conservando la especificidad de accion propia del neurotransmisor (NA o ACh) que la indujo.

6.2 BASES IONICAS DE LOS CAMBIOS DEL POTENCIAL DE MEMBRANA INDUCIDOS

POR AGONISTA

Trabajos previos en células pineales han puesto de manifiesto que NA hiperpolariza
el potencial de membrana celular (Sakai y Marks, 1972; Parfitt y col., 1975, Freschi y Parfitt,
1986) y que este efecto posiblemente esté mediado por las activacién de un canal de K"
activado por Ca® descrito en estas células (Cefia y col., 1991).

En el presente trabajo se han estudiado los cambios de permeabilidad de membrana
inducidas por NA y ACh puesto que aunque se habian descrito las conductancias
dependientes de voltaje presentes en pinealocitos de mamiferos (Aguayo y Weigth, 1988;
Castellano, Lépez-Barneo y Armstrong, 1989), no se conocian las bases idnicas de las

modificaciones del potencial de membrana celular inducidas por agonistas en estas células.

6.2.1. Fendmenos eléctricos de membrana

Mediante la técnica de registro extracelular se ha demostrado incremento de la
actividad eléctrica de la gldndula pineal paralelo al incremento de la secrecion hormonal
(Reuss y Vollrath, 1984). Otros trabajos previos, usando microelectrodos de registro extra

e intracelular han mostrado la generacion de espigas de potenciales de accion en algunas
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células de la glandula pineal (Ronnekleiv y cols., 1980; Demaine y cols., 1984; Parkington
y cols., 1987). No obstante, no se sabe si la actividad eléctrica registrada reside en los

pinealocitos o en los axones de las neuronas que los inervan.

6.2.2. Corrientes activadas por voltaje

En registros de "patch-clamp" de pinealocitos de rata, no se han encontrado
corrientes de Na® aunque si una pequena conductancia despolarizante de Ca®* (Aguayo y
Weigth, 1988). En pinealocitos de pollo se ha mostrado que los canales de Ca* activados
por voltaje estan implicados en la regulacién de la sintesis de melatonina (Harrison y Zatz,
1989).

Los pinealocitos de mamiferos poseen varios tipos de corrientes de K* que han sido
caracterizados como del tipo A y rectificador tardio, I, e Iz ("delayed rectifier"),
respectivamente (Aguayo y Weigth, 1988; Castellano, Lopez-Barneo y Armstrong, 1989). Asi
mismo, estas células poseen canales de K* activados por Ca®, Kica (Halperin y Yeandle,

1987; Cefia y cols, 1991) que también presentan voltaje dependencia.

6.2.3. Corrientes idnicas activadas por Ca*

En este trabajo se ha estudiado el efecto de dos neurotransmisores, NA y ACh, sobre
la permeabilidad de membrana de células pineales. Como se ha mostrado previamente, los
agonistas o,-adenérgicos y muscarinicos inducen un incremento transitorio del Ca®*
intracelular, debido a la liberacién de almacenes intracelulares y a la entrada de Ca* del
medio extracelular. Asi mismo, hemos mostrado que NA y ACh a través de la activacion de
receptores o,-adenérgicos y muscarinicos, respectivamente, activan dos conductancias

dependientes de Ca*, ggyca Y Gk(ca)-
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La amplitud media de la corriente de CI inducida con ACh fue significativamente
mayor de la activada con NA. Este resultado esta en concordancia con la mayor amplitud
de la sefial de Ca®* obtenida con ACh, comparada con la inducida por NA.

La corriente de CI" activada por incrementos transitorios de Ca®* ha sido registrada
entre otras en células de la glandula lagrimal de rata (Marty y col., 1986; Marty y Tan, 1989),
donde se le supone un papel en la secrecién exocrina de CI por la glandula, y en células
cebadas (Mathews, Neher, y Penner, 1989) cuyo significado funcional puede ser el
incremento del gradiente electroquimico del Ca®* para aumentar su entrada en la célula
desde el medio extracelular. Sin embargo, esta corriente difiere de la corriente lenta de CI
activada por nucledtidos (AMPc o GTPyS) registrada también en células cebadas (Mathews,

Neher y Penner, 1989).

6.2.3.1. Transitoriedad de las corrientes iénicas activadas por Ca**

Las comientes de K y CI activadas por agonista fueron transitorias al igual que los
incrementos de la [Ca?"] citosélico. No obstante, sorprende que la duracién de las corrientes
transitorias activadas por Ca*" fuera menor que la de los incrementos de Ca*" inducidos por
agonista. La répida desactivacion de las corrientes activadas por Ca®* pudo ser debida a una
o varias de las siguientes posibilidades: 1) que los canales sélo sean activados por encima
de una cierta concentracion de Ca* citosdlico, 2) que la didlisis del medio intracelular
inactive o diluya algun componente intracelular requerido para mantener los canales
activados, 3) que la desactivacion de los canales sea dependiente de tiempo.

En relacién con la primera posibilidad, el abrupto inicio de la sefial de Ca® y de las
corrientes activadas por Ca** sugieren la existencia de un umbral en el proceso de activacién

de la respuesta de Ca® (Parker e Ivorra, 1990). No obstante, las duraciones de las
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corrientes activadas por Ca®* fueron, independientemente de la duracién de la aplicacion del
agonista, muy similares entre si, a diferencia de la duracién de las sefiales de Ca®. Esto
sugiere que la desactivacién de la corriente puede ser independiente del nivel de Ca®
citosdlico. Esta independencia también viene apoyada por la observacién de que las sefales
de Ca” con cursos temporales muy diferentes, como las inducidas por ACh y NA, originen
corrientes activadas por Ca** con cursos temporales muy similares.

Respecto a la segunda posibilidad, la inclusién en la pipeta de ATP, GTP y/o GTPyS
en nuestros experimentos no previno ni enlentecié la relajacién de la corriente. Por otro
lado, en experimentos hechos con nistatina, para prevenir el aclaramiento y dilucién de
componentes intracelulares no iénicos, no parecié evidenciarse ninguna diferencia en el
curso temporal de la desactivacién de la corriente.

La obtencion de registros simultaneos de incrementos transitorios de la [Ca?] y de
las corrientes idnicas transitoria, ambos inducidos por agonista, proporcionaria informacién
valiosa sobre el curso temporal de la relajacién de la g, 0 Ixca) € relacion al de la sefal

de Ca*.

6.2.3.2. Corrientes activadas por un mecanismo de liberacién de Ca**
inducida por Ca*

Los transitorios de corrientes activadas por Ca®* también fueron inducidas por la
exposicion del interior celular a una solucion de alto Ca?, la de la pipeta de registro (p.e.,
900 nM). El tiempo requerido para que la concentracién de Ca®" en la pipeta alcanzase el
equilibrio con la concentracion en el citosol ha sido estimado, sin tener en consideracién los
tampones de Ca* intracelulares, en aproximadamente 100 s (Fenwick y col., 1982; Push y

Neher, 1988). Sin embargo, la activacién de los transitorios dependientes de Ca*" ocurrieron
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de modo mas rapido.

Por ofro lado, la activacion de las corrientes fue suabita, con un curso temporal
sigmoide. Este comportamiento no es propio de un modelo de difusion simple de Ca”. Al
contrario, la hipétesis de difusion-tamponamiento de Ca** predice que la activacion de las
corrientes inducidas por Ca®* deberia ser gradualmente mayor conforme se fuera
alcanzando el equilibrio.

Tampoco es compatible con un modelo de difusién simple, el que la didlisis celular
con soluciones de Ca®'intermedio (100-260 nM) indujesen corrientes activadas por Ca®* de
amplitud similar a las obtenidas con soluciones de alto Ca® (900 nM). En efecto, la Gnica
diferencia entre ambas situaciones fue que con soluciones de Ca® intermedio el porcentaje
de éxitos en inducir las corrientes activadas por Ca® fue menor.

Estas observaciones sugieren mas bien un modelo cooperativo o de
retroalimentacién positiva donde la dialisis de Ca* constituye sélo el gatillo que
desencadena el proceso de activacién las conductancias dependientes de Ca®,

probablemente, por un mecanismo de liberacién de Ca* inducida por Ca** (CICR)

6.2.4. Papel funcional de la activacion de g¢yca) Y 9kca)

En la mayoria de las células excitables, la activacién de los canales de Ca®
activados por voltaje lleva a un incremento de la concentracién de Ca®* citosélico que
desencadena un proceso exocitético. En células secretoras no excitables, la entrada de Ca**
desde el medio extracelular a través de canales de Ca®* independientes de voltaje regula
la sintesis y secrecion de hormonas y fluidos (Takahashi, Neher, y Sakmann, 1987; Marty,
Tan, y Trautmann, 1984; Petersen y Maruyama, 1984; Finlay y Petersen, 1985; Marty y col.,

1986).
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En los ultimos afios, se ha obtenido informacioén acerca de las vias de entrada de
Ca” independientes de voltaje. Las vias para la entrada de Ca® parecen ser diversas y
algunas son selectivas para el Ca* (Icracy), Pero otras no. El conocimiento sobre como la
entrada de Ca® es reguladada a través de éstas vias es todavia muy escaso, sin embargo,
para incrementar la cantidad de Ca®" que entra en la célula existen dos posibilidades: 1)
modificar el nimero de canales y/o la probabilidad de estar abiertos y 2) incrementar e
gradiente electroquimico para el Ca®".

Respecto a la primera posibilidad, recientemente, se ha mostrado que | cgac) puede
ser regulada por una proteina quinasa (Parekh y Penner, 1995). Respecto a la segunda, la
activacion de conductancias K' y/o CI' dependientes de Ca** conducen a una
hiperpolarizaciéon del potencial de membrana, en algunas células (Penner, Matthews y
Neher, 1988; Matthews , Neher y Penner, 1989), incrementando de éste modo el gradiente
electroquimico para el Ca®'. Probablemente, ambos mecanismos podrian operar en la
misma célula al mismo tiempo.

En el presente trabajo, se ha mostrado que NA, también ACh, activan una geyc,) ¥
una gycq Y S€ propone que, como en otras células, estas conductancias iénicas estarian
implicadas en inducir cambios en el potencial de membrana celular que modularian la

cantidad de Ca”* que entra al citosol desde el medio externo.

6.2.5. Modificaciones del potencial de membrana inducidas por lg ¢, € Ik,

Hemos visto que las conductancias activadas por Ca* tienen un curso temporal
generalimente simétrico en condiciones de fijacién de voltaje. Sin embargo, ésto no debe ser
asi en ausencia de fijacion de voltaje. La linearidad de la curva corriente-voltaje de la

conductancia g, Sugiere que ésta no es dependiente de voltaje. Sin embargo, la
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conductancia gy c,, como pone de manifiesto la rectificacion de su curva corriente-voltaje
con un umbral de activacién en torno a los -35 mV, si es dependiente de voltaje.

Por otro lado, es evidente que la corriente de K' activada por Ca*" es una
conductancia hiperpolarizante ya que el potencial de equilibrio para el K (E) en condiciones
fisiolégicas es muy negativo. Sin embargo, la corriente de CI activada por Ca*, dependiendo
del valor del potencial de equilibrio para el CI (E.) en relacién al potencial de membrana en
reposo de la célula, puede operar como una conductancia despolarizante o hiperpolarizante.
No obstante, si el E., de las células pineales es similar al de otras células (p.e., -34 mV en
células hepaticas, Claret y Mazet, 1972), dado que el potencial de membrana de los
pinealocitos puede ser mas negativo de lo registrado con soluciones simétricas de CI, la
activacion de lo,c, tendria un efecto despolarizante o, al menos, estabilizante de membrana
en torno al potencial de membrana en reposo.

Asi pues, el efecto que sobre el potencial de membrana tuviera la aplicacién de NA
o ACh, dependeria del balance entre la activacion de la conductancias despolarizantes e
hiperpolarizantes.

La medicién de los cambios de voltaje, monitorizados a través del cambio de
amplitud de un sélo canal, en célula intacta (no dializada) pone de manifiesto que la
aplicacion de un agonista, p.e. ACh, puede inducir alternativamente despolarizacion e
hiperpolarizacion, si bien el efecto hiperpolarizante suele ser de mayor duracién.

Por otro lado, el papel funcional de una corriente hiperpolarizante inducida por
agonista seria, como ha sido descrito en otras células, incrementar el gradiente
electroquimico para el Ca*. Esta estrategia puede ser de importancia para incrementos de
Ca* citosélico ténicos y mantenidos como los que tienen lugar a través de un mecanismo

capacitativo.
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6.3. SECRECION DE INDOLAMINAS

Debido a su alto coeficiente de lipofilicidad y, por tanto, su facilidad para atravesar
membranas bidldgicas, se ha asumido durante mucho tiempo que la melatonina no se
almacena, ni secreta por exocitosis sino que sale de la célula por difusién simple conforme
se sintetiza (Wurtman, 1980). Sin embargo, actualmente, hay un consenso general en que
la melatonina es liberada de forma pulsatil por los pinealocitos (Reiter y cols, 1987, English
y cols.,1987; Cozziy cols, 1988, ver figura 8 A), siendo especialmente evidente cuando sus
niveles son medidos a nivel del drenaje venoso de la glandula pineal, seno confluente. Asi
mismo, la estimulacion eléctrica del ganglio cervical superior no sélo incrementa la secrecion
basal de melatonina sino que adicionalmente produce una liberacién pulsatil (Chang,
Cheung y Pan, 1989, ver figura 8 B). Estu'dio‘s in vitro de glandulas pineales de rata
perfundidas también indican que la liberacién de melatonina es pulsatil cuando las glandulas
se exponen a NA (Simonneux y cols., 1989).

La liberacidon episddica de melatonina sugiere que la liberacion esta regulada, a
través de un sistema de almacenamiento o retencién de corta duracion oy la liberacién se
produce de forma activa.

Por otro lado, el mecanismo de secrecion de otras sustancias sintetizadas por el
pinealocito (otros indoles y los péptidos) es hasta el momento totalmente desconocido.

A continuacién se discuten los resultados obtenidos con las dos técnicas utilizadas

para monitorizar la secrecion en nuestros experimentos.
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6.3.1. Productos de secrecion en poblaciones celulares

La deteccién electroquimica de sustancias presentes en medio de cultivo de
pinealocitos sembrados por varias horas ha puesto de manifiesto la presencia en el mismo
de, al menos, dos sustancias con potenciales de oxidacion distintos. Una con un potencial
de oxidacion en torno a los 800 mV, similar al caracteristico de melatonina y triptéfano, y
otra, con un potencial de oxidacién préoximo a 440 mV, el mismo que el de la serotonina.

Por tanto, el empleo de la técnica voltamétrica en la deteccién de sustancias
electroquimicas en medio de cultivo de pinealocitos de varias horas de evolucién, sugiere
que los productos de secrecion inddlicos de las células pineales pueden ser serotonina y
melatonina, o metabolitos quimicamente muy relacionados con potenciales de oxidacion

proximos al de serotonina y melatonina, respectivamente.

6.3.2. Productos de secrecion en célula unica

En células dializadas no se pudo registrar nunca transientes amperométricos en
respuesta a estimulos externos (agonistas) o a cambios del potencial de membrana, adn
cuando se probé un rango muy amplio de [Ca”"];, asi como, la inclusién de nucledtidos en
la sotucién intracelular (ATP, AMPc, GTP y GTPyS).

En células no dializadas, la aplicacion de un estimulo externo (ACh) dio lugar én
algunas células a una corriente amperométrica en forma de espiga Unica. Algunos
transientes fueron precedidos por una corriente mas pequefia y lenta que podria representar
la liberacion a través de un poro de fusién acacheteadas parcialmente abierto, como ha sido
descrito en otros tipos celulares ( Alvarez de Toledo, Fernandez-Chacén y Fernandez, 1993;
Chow, von Rlden, Neher, 1992;) y que se ha denominado foof.

Llama la atencién que los transitorios de liberacion detectados fueron unicos y de

194



Discusion

gran amplitud. Esta observacion tiene un posible correlato en las medidas de capacidad
celular cuando se registraron saltos discretos de gran tamario. Ello podria sugerir una fusién
intracelular de multiples vesiculas formando una vesicula de mayor tamaiio que, a su vez,
se fundiria con la membrana plasmatica a través de un unico poro acacheteadas, como ha
sido demostrado en eosindfilos (Scepek y Lindau, 1993).

Aunque de las caracteristicas de la sefial amperométrica de liberacion no se
identificd qué metabolito de la via de sintesis de melatonina fue el responsable de la misma,
el potencial de oxidacion de la(s) sustancia(s) detectada(s), < 600 mV, es compatible con
que la sustancia detectada fuera serotonina (potencial de oxidacién 440 mV) pero no

melatonina (potencial de oxidacion 800 mV).

6.3.3. Medidas de capacidad eléctrica

Estudios ultraestructurales en los pinealocitos han mostrado la presencia de
vesiculas de pequefio tamario de grano denso (Pevet, 1981) sin que hasta ahora se
disponga de informacién acerca del significado funcional de las mismas. Sin embargo,

existen datos en la literatura que indican que en estas células algunas de las sustancias

sintetizadas podrian liberarse por un mecanismo de exocitosis. Se ha descrito que pueden
secretar serotina y, posiblemente, algunos péptidos. No obstante, no existen pruebas

directas de este tipo de secrecion.

Con el objetivo de estudiar esta posibilidad, en el presente trabajo se ha utilizado el
registro de la capacidad eléctrica como medida de los cambios de superficie de la
membrana celular. Los experimentos realizados muestran que en estas células se produce
un incremento de la superficie celular de hasta un 36%. Estos incrementos se observaron

s6lo en células dializadas con alto Ca* > 1uM. Sin embargo, un estudio méas detallado de
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la regulacion éste proceso se hace necesario.

Por otro lado, en algunas células también se detectaron cambios de capacidad
discretos de gran amplitud (> 100 fF). El tamafio medio de las vesiculas al microscopio
electrénico es de 100 nm de diametro. Si se asume una constante dieléctrica de la
membrana celular de 1uF/cm?, la fusion simultanea de unas 300 vesiculas daria lugar a un
incremento de capacidad subito como el observado. Otra posibilidad, quizds mas plausible,
fuera la fusion intracelular de numerosas vesiculas previa a la fusién de una de ellas con la

membrana plasmatica, como se ha mostrado en eosindfilos (Scepek y Lindau, 1993).
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CONCLUSIONES

1. Se han puesto a punto distintas técnicas para estudiar los mecanismos implicados
en las diferentes etapas del proceso de acoplamiento estimulo-secrecién en pinealocitos.
Por un lado, se ha utilizado microfluorometria para monitorizar cambios en la [Ca®], ante
estimulos adrenérgicos y colinérgicos. Por otro lado, se ha usado la técnica de "patch
clamp" en sus distintas configuraciones para estudiar el efecto de los estimulos
adrenérgicos y colinérgicos sobre las conductancias de la membrana y el potencial de
~membrana. Por ultimo, se han empleado en el estudio de la secrecion: la
amperometria/voltametria para la deteccion electroquimica de sustancias secretadas
por la célula y el registro de la capacidad eléctrica como medida de los cambios en la

superficie de la membrana plasmatica.

2. Noradrenalina (NA) produce un incremento de la [Ca®']; bifasico consistente en una o
varias espigas seguidas de una meseta resultantes de la liberacion de Ca® de
almacenes intracelulares y de la entrada de Ca® desde el medio externo,
respectivamente. Esta respuesta fue reproducida por el agonista o,-adrenérgico,
fenilefrina (PE), en presencia del antagonista B-adrenérgico, propanolol, y es abolida
cuando NA o PE fueron aplicados con el antagonista a,-adrenérgico, prazosin. La curva
que relaciona la amplitud de la sefial de Ca®* con la [PE] (0.5-10 uM) mostré que la [PE]
a la que se alcanzaba el 50% de la amplitud méaxima es 0.6 uM, y que la saturacién de

la respuesta ocurre a [PE] mayores de 2 M.

3. Acetilcolina (ACh) también produce un incremento transitorio de la [Ca®']; consistente

en una subida subita hasta un nivel maximo desde el que decae exponencialmente hasta
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los niveles basales de Ca*. La curva dosis respuesta muestra un 50% de la amplitud
maxima a una [ACh] de 59 uM. El agonista muscarinico Carbacol (CCh) , activa
incrementos de Ca®* citosélico mientras que el antagonista muscarinico , atropina, los

previne.

4. En 0 Ca”, estimulos repetidos con agonistas a,-adrenérgicos y muscarinicos
provocan una progresiva disminucion de la amplitud de las sefales de Ca®" debida a
vaciamiento de los almacenes intracelulares. Sin embargo, la extincién de la respuesta
a los agonistas muscarinicos no suprime la respuesta a los agonistas o,-adrenérgicos,

mientras que la extincion de la respuesta adrenérgica si anula la muscarinica.

5. Ni la sefial de Ca* mediada por agonistas o,-adrenérgicos ni la mediada por
muscarinicos se afecta por la incubacién previa de las células con toxina perfussis
(PTX). Asi mismo, cafeina no provocé sefiales de Ca®* ni previene las producidas por

agonistas a,-adrenérgicos o muscarinicos.

6. Estos resultados de microfluorometria sugieren que los agonistas o,-adrenérgicos y
muscarinicos liberan Ca?* selectivamente de almacenes intracelulares, insensibles a

cafeina, funcionalmente distintos.

7. En fijacién de voltaje, ambos neurotransmisores (NA y ACh) activan dos corrientes

idnicas transitorias: una de potasio (l,) y otra de cloruro (lc).

8. La activacion de ambas conductancias por NA es independiente de la presencia de
propanolol en la solucién externay puede ser reproducida con PE. Sin embargo, ni I,

ni l, se activan por agonistas a,-adrenérgicos en presencia de prazosin.
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9. La didlisis de las células con soluciones de alto Ca®* activan igualmente las I e I,
transitorias sin la aplicacion de agonistas externos, mientras que no se activaron con

soluciones carentes de Ca?.

10. El potencial de membrana de reposo es de 32.118.1mV, medido en situacién de
fijacion de corriente mediante la técnica de "patch-clamp”, area de membrana perforada
con nistatina. La aplicaciéon de ACh produce preferentemente cambios despolarizantes
del potencial de membrana monitorizado en fijacién de corriente de células parcialmente
dializadas (a4rea de membrana perforada con nistatina) con soluciones simétricas de CI,

siendo el potencial de reversion de estos cambios de voltaje entre -25 y -5 mV.

11. En algunas células sometidas a fijacion dé corriente, asi como, en células no
dializadas en las que se monitorizaron los cambios del potencial de membrana mediante
el registro de la amplitud de corriente idnica a través de un canal Unico in situ, se
observan cambios bifasicos del potencial de membrana (despolarizacion e

hiperpolarizacion).

12. El medio de cultivo tras varias horas de la siembra de pinealocitos contiene varias
sustancias oxidables. Los potenciales de oxidacién de las sustancias detectadas son
compatibles con la presencia en el medio de serotonina y melatonina o, al menos, otras

sustancias electroquimicamente muy relacionadas.
13. Algunos incrementos transitorios de corriente amperométrica estan precedidos de

una corriente lenta que puede representar la liberacion de parte del contenido de una

vesicula a través de un poro de fusién exocitético, parciaimente abierto.
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14. Los resultados obtenidos con las medidas de capacidad eléctrica y de amperometria

sugieren que uno o varios de los productos sintetizados en la pineal son almacenados

intracelularmente en vesiculas y secretados por exocitosis.
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